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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Isabel Julio Mahumane Gundane

A Dengue é uma importante e prevalente arbovirose que acomete o homem no mundo,
transmitida através da picada de mosquitos do género Aedes. Quatro serotipos
antigenicamente distintos (DENV-1 a 4) podem causar tanto a dengue com ou sem
sinais de alerta, quanto a dengue grave. Cerca de 2.5 bilides de pessoas vivem em
paises de risco para ocorréncia da dengue, e Mocambique estd entre eles, com
histérico de casos da doenca pelo serotipo 3 entre os anos de 1984 e 1985, sendo o
primeiro relato deste serotipo em Africa. Cerca de 30 anos ap0s o primeiro reporte de
casos, novos casos de dengue tem sido notificados desde 2014 em Cabo Delgado e
Nampula (Provinciais do Norte de Moc¢ambique). Com o objectivo de monitorar os
serotipos e identificar os gendtipos dos DENV envolvidos nos casos de doenca
registados entre 2014-2016 em Mocambique, foram seleccionadas 64 amostras
colhidas nos anos de 2014 e 2015, com resultado positivo confirmado pelos testes
serologicos e/ou RT-PCR e 18 amostras colhidas em 2016 com resultado positivo em
testes serolégicos. O DENV-2 foi o Unico serotipo identificado e 8 amostras foram
sequenciadas (3 de 2014, 3 de 2015 e 2 de 2016 ), baseando-se na sequéncia de
nucleotideos correspondente a juncdo dos genes E/NS1 (240pb) e submetidas a
analise filogenética. A analise filogenética permitiu a identificacdo do gendtipo
Cosmopolita em Mocambique. As nossas sequéncias agruparam-se com as
sequéncias provenientes da Tanzania e paises Asiaticos (China, Vietname e
Indonésia), sugerindo uma troca dos virus entre esses paises, destacando-se assim a
necessidade de estudos epidemioldgicos que incluam andlises moleculares dos virus,
uma vez que estes constituem uma ferramenta importante para monitoria da
introducéo, evolucdo e dispersdo dos virus, assim como para prever consequéncias
epidemioldgicas durante periodos epidémicos e interepidémicos.
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SURVEILLANCE OF DENGUE VIRUS SEROTYPES AND GENOTYPES IN MOZAMBIQUE
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN PARASITIC BIOLOGY

Isabel Julio Mahumane Gundane

Dengue is an important and prevalent arboviruses that affects the human in the world,
transmitted by the bitting of mosquitoes of the genus Aedes. Four antigenically distinct
serotypes (DENV-1 to 4) can cause both dengue with or without warning signs and
severe dengue. About 2.5 billion people live in countries at risk for dengue, and
Mozambique is among them, with a history of cases of the disease by serotype 3
between 1984 and 1985, being the first report of this serotype in Africa. About 30 years
after the first case report, new cases of dengue have been reported since 2014 in Cabo
Delgado and Nampula (Northern Provinces of Mozambique). In order to monitor the
serotypes and to identify the DENV genotypes involved in cases of disease recorded
between 2014-2016 in Mozambique, we sellected 64 samples collected in the years
2014 and 2015, with a positive result confirmed by serological tests and / or RT- PCR
and 18 samples collected in 2016 with positive result in serological tests. DENV-2 was
the only serotype identified and 8 samples were sequenced (3 of 2014, 3 of 2015 and 2
of 2016), based on the nucleotide sequence corresponding to E / NS1 (240pb) gene
junction and submitted to phylogenetic analysis. Phylogenetic analysis allowed the
identification of the Cosmopolitan genotype in Mozambique. Our sequences were
grouped with sequences from Tanzania and Asian countries (China, Vietnam and
Indonesia), suggesting a change of viruses between these countries, thus highlighting
the need for epidemiological studies that include molecular analyzes of the virus once
that these are an important tool for monitoring the introduction, evolution and spread of
viruses, as well as for predicting epidemiological consequences during epidemic and
interepidemic periods.
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Vigilancia dos Serotipos e Genétipos do Virus da Dengue Circulantes em Mogcambique Entre os Anos de 2014 a
2016

1. INTRODUCAO

1.1. Dengue

A dengue € uma arbovirose de etiologia viral, prevalente globalmente e de
grande importancia para a saude publica. Causada pelo virus dengue (DENV), a
doenca existe ha mais de 200 anos (Guirakhoo et al., 2004; Gubler, 2011).

E uma doenca febril aguda e geralmente de evolugdo benigna podendo evoluir
para forma grave na presenca de distarbios hemodindmicos, caracterizados por
manifestacbes hemorragicas graves, derrames cavitarios, choque devido ao aumento
da permeabilidade vascular e consequente extravasamento do plasma (Wills et al.,
2002).

Mosquitos do género Aedes, subgénero Stegomyia (Aedes aegypti e Aedes
albopictus) sdo os potenciais vectores de transmissdo do virus. Em 1906, Bancroft
comprovou a hipétese sugerida por Graham em 1903 ao demonstrar que o Aedes
aegypti era o potencial vector do virus uma vez que transmitia 0 mesmo para humanos
voluntarios apos alimentar-se do sangue de um individuo com a febre da dengue
(Rosen et al., 1954).

O DENV possui 4 sorotipos geneticamente similares e antigenicamente distintos
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) cujo genoma € constituido por uma Uunica
molécula de RNA de polaridade positiva de aproximadamente 11kb (Sabin, 1952;
Westaway et al., 1985; Gubler, 1998). Com base em analises de sequenciamento do
genoma viral, foi possivel identificar uma diferenca nucleotidica em torno de 6% entre
os DENV. Esta diferenca permitiu classificacdo dos DENV em diferentes genoétipos
(Rico-Hesse, 1990; Lewis et al.,1993).

A rapida expansdo mundial dos DENV nos ultimos 50 anos resultou na
dispersédo dos gendtipos associados a uma maior gravidade. Hoje, o virus é encontrado
em todos os continentes, até mesmo na Europa, que ndo havia registos da circulacdo
do virus até 2008 (Kyle & Harris, 2008; Liu-Helmersson et al., 2016). Apesar de ser
uma doenca viral tropical transmitida por mosquito (Kyle & Harris, 2008), foi registado
em 2012 um surto de dengue na llha da Madeira em Portugal, o primeiro na Europa

desde a década de 1920. Este surto enfatiza o potencial do ressurgimento da
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circulacdo do DENV na Europa, dada a mudanca climética (Liu-Helmersson et al.,
2016).

1.2. Historico

Incertas e controversas sao as especulacbes sobre a origem geografica da
doenca e do seu nome actual (dengue). Rigau-Perez (1998) e Gubler (1998) apontam
para Espanha como o pais pioneiro para o uso deste nome, através de registos de
cartas do palacio Real da Espanha datados de 12 de Junho de 1801 em que Maria
Luisa (rainha da Espanha) referiu-se a doenca do seguinte modo: “eu estava doente
com uma doenca chamada dengue e desde ontem tenho sangramento”. Embora
Gubler e colaboradores (2014) consideraram a origem “swahili” citado por Christie
(1872) como a origem mais aceite.

Epidemias similares a dengue registadas entre 1823 e 1870 em Zanzibar e
Costa Leste Africana foram designadas "ki-dinga pepo" doenca caracterizada por
‘caimbra subita” causada por espiritos do mal. Posteriormente surgiram os nomes
dinga ou denga, palavras usadas para descrever as epidemias. Christie (1872) citado
por Rigau-Pérez (1998) e Gubler et al., (2014) especulou que epidemia similar a
dengue em St. Thomas registada em 1827 foi denominada febre dandy ou o/a dandy.
Finalmente, a epidemia registada em 1828 em Cuba foi designada dunga e mais tarde
dengue (nome actual). O uso do nome dengue tornou-se oficial ha aproximadamente
32 anos, pois segundo Council for International Organizations of Medical Sciences-
CIOMS (1983) sua empregacdao em documentos oficiais de nomenclatura médica
tornou-se efectiva em 1983 (Gubler, 1998)

De acordo com Gubler (1998), o primeiro relato de epidemia sugestiva de
dengue ocorreu entre 0s anos 1779 e 1780 no continente Africano, Asiatico e Norte da
América. Registos prévios de epidemias similares a dengue (febre das articulactes)
datam de 1770 em Botavia (Jakarta), Indonésia, Cairo e Egipto e 1780 na Filadélfia,
Zanzibar (1823 e 1870), Calcuta (1824, 1853, 1871 e 1905), indias Ocidentais (1827) e
Hong Kong (1901). Contudo, acredita-se que registos de doengas com sintomatologia

similar a dengue sejam ainda mais antigos, pois a enciclopédia chinesa de doenca e
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remédios constitui o registo mais antigo da dengue e foi pela primeira vez publicado
durante a Dinastia Chin (265-420 A.D) editado durante a Dinastia Tang (610 A.D) e
posteriormente durante a Dinastia Norte Sung (992 A.D). Considerada "veneno da
agua" a doenca foi relacionada a insectos voadores associados a agua (Gubler, 1997,
1998). Em 1635 e 1699 epidemias similares a dengue foram registadas em regides
ocidentais francesas e Panama (Gubler, 1997; 1998).

A dengue tornou-se endémica em muitos centros urbanos tropicais durante o
século XX. A disrupcdo ecoldgica no Sudeste Asiatico e pacifico durante e apés a Il
Guerra Mundial proporcionou o aumento de doencas transmitidas por mosquitos. Neste
periodo houve também um aumento na hiperendemicidade e emergéncia da dengue
com sinais de gravidade. O registo da febre hemorragica da dengue (FHD) nas
Filipinas entre 1953-1954 foi considerado o primeiro relato e ap6s 20 anos tornou-se na
maior causa de morbidade infantil (Gubler, 1998). Entre 1980-1990 houve um
incremento na distribuicdo da dengue e do respectivo vector em outras regides do
mundo como india, Paquistdo, Leste da China e regides do pacifico (Henchal e Putnak,
1990). Henchal e Putnak (1990) sugerem que as complicacdes da doenca tenham sido
anteriormente descritas em 1897 em Queensland, 1922 no Norte dos Estados Unidos,
1927 na Africa do Sul-Durban, 1928 na Grécia e 1931 em Taiwan.

O DENV foi um dos primeiros microorganismos a ser denominado virus entre
1902 e 1907 e seu isolamento aconteceu na década 40 (1943 e 1944) durante a
Segunda Guerra Mundial por Kimura e Hotta aquando da inoculacdo de soro de
pacientes doentes em camundongos lactantes (Gubler, 1997; Teixeira et al., 1999;
Konishi e Kuno, 2013). No verdo de 1943, Dr. Hotta (pesquisador japonés) isolou o
serotipo DENV-1 apartir da amostra de sangue de um paciente chamado Mochizuki
(nome atribuido a estirpe isolada) em Nagasaki, Japao. Contudo, devido as dificuldades
para conservagao das estirpes isoladas tais como: falta de gelo seco e constantes
falhas no fornecimento de corrente elétrica para o funcionamento de congeladores, Dr.
Hotta conservou as estirpes do DENV-1 através da passagem em camundongos
(Konishi e Kuno, 2013).

Isabel Jilio Mahumane Gundane 3



Vigilancia dos Serotipos e Genétipos do Virus da Dengue Circulantes em Mogambique Entre os Anos de 2014 a
2016

Com a crise econOmica originada pela Segunda Guerra Mundial no pais e
consequente fraco fornecimento de camundongos, Dr. Hotta inoculou a estirpe
Mochizuki em sua mae para manutencdo da mesma (Konishi e Kuno, 2013).

Em 1944, Sabin e colaboradores isolaram o virus de soldados dos Estados
Unidos na india, Nova Guiné e Havai. A existéncia de diferentes serotipos do mesmo
virus foi descoberta em 1945 por Sabin, que identificou cepas com caracteristicas
antigénicas diferentes, serotipos 1 e 2. Os serotipos 3 e 4 foram isolados em 1956
guando ocorreu uma epidemia de dengue hemorragico no Sudeste Asiatico (Teixeira et
al., 1999).

1.3. Ciclo de transmisséo do virus

O ciclo de transmissdo dos DENVenvolve hospedeiros vertebrados (o homem e
primatas ndo humanos) e vectores (mosquitos do género Aedes) de comportamento
alimentar hematofagico. O homem é o Unico hospedeiro que desenvolve e manifesta as
formas clinicas da infec¢do (Gubler, 1998; 2002).

Sao considerados importantes vectores do DENV, o Aedes aegypti (principal
vector e de origem africana), Aedes albopictus, Aedes polynesienses e Aedes africanus
(vectores secundarios). As fémeas deste grupo de vectores tem habitos alimentares
hematofagicos e tornam-se infectadas pelo DENV ao se alimentarem de sangue de um
hospedeiro vertebrado infectado. O virus infecta deste modo as células epiteliais do
intestino médio, e a incubacao do virus no vector ocorre durante 8-12 dias (incubacao
extrinseca) e passa posteriormente para a circulacdo hemolinfatica, favorecendo-se,
assim a passagem do virus para as glandulas salivares dos mosquitos. Durante o
processo de alimentacdo em outro hospedeiro susceptivel o virus é depositado no
mesmo (Ponte e Ruffino-Neto, 1994).

Os ciclos de transmissao silvestre e urbano favorecem a manutencdo dos DENV
na natureza (Gubler, 2002; Vasilakis e Weaver, 2008; Chen e Vasilakis, 2011). O ciclo
de transmissao silvestre é mediado por mosquitos Aedes do subgénero Stegomyia,

Deceromyia e Finlaya, e primatas ndo humanos em ambientes florestais do Sudeste
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Asiatico e Africa Ocidental (Gubler, 1998; Wang et al., 2000; Vasilakis e Weaver, 2008;
Chen e Vasilakis, 2011).

Baseados em evidéncias do comportamento alimentar oportunista (com sangue
humano) dos mosquitos arbéreos, Chen e Vasilakis (2011) sugerem a transferéncia
dos DENV das florestas para ambientes peridomiciliares, assim como consideram
como zonas de emergéncia, as savanas que circundam florestas Africanas e Asiaticas
(Figura 1).

Ae. afr;canus (Africa Ae. s:mpsom comp/ex (Africa)
o7 N

S 7Y,

S
~

SILVESTRE ZONA DE EMERGENCIA URBANO
Ae. luteochephalus (Africa) Ae. furcifer (Africa)? Ae. aegypti aegypti (global)
Ae. fz{rcifer (Africa)* . Ae: albopictus (SE As Ae. albopictus (global)
Ae. niveus spp. (SE Asia)* Ae. polynensiensis (Polynesia)
Chlorocebus sabaeus (Africa) Homo sapiens

DENV Papio papio (Africa)
Erythrocebus patas (Africa)
Macaca fascicularis (SE Asia)
Macaca nemestrina (SE Asia)
Presbytis spp (SE Asia)

Figura 1: Esquema representativo dos ciclos de transmisséo silvestre e urbano dos virus da

Dengue (adaptado de Vasilakis e Weaver 2017)

Os homens e o0s mosquitos de comportamento antropofilicos e habitos
alimentares hematofagicos por sangue humano constituem o ciclo de transmissao
urbano (Vasilakis e Weaver, 2008; Chen e Vasilakis, 2011). O periodo médio de
incubacédo do virus no hospedeiro vertebrado, apds transmisséao pelo mosquito € de 4-7
dias (incubacao intrinseca). Logo apos este periodo € desencadeado um periodo de
febre aguda acompanhada por sinais e sintomas inespecificos por cerca de 2-10 dias.
Neste periodo, de febre aguda o virus circula a nivel dos vasos periféricos (viremia),
constituindo-se, assim o melhor periodo para infeccdo do mosquito durante a sua

alimentacdo com o sangue de um individuo infectado (Gubler, 1998).
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A transmissao vertical ou transovariana e a transmissdo sem envolvimento do
vector sdo também importantes (Chen e Wilson, 2005; WHO, 2009; Chen e Vasilakis,
2011). Na transmisséao vertical a ffmea do mosquito transmite o virus para a sua prole
e este modelo é importante para a manutencdo do virus em periodos de seca
prolongada ou periodos interepidémicos (Chen e Vasilakis, 2011). A transmissao sem
envolvimento do vector ocorre por material perfurocortante contaminado por sangue de
pacientes infectados, por transplante de medula 6ssea e sugere-se também a

transmissao do virus por transfusdo sanguinea (Chen e Wilson, 2005).

1.4. Morfologia e estrutura do virus

Em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, os flavivirus apresentam um
coeficiente de sedimentagdo de 170-210S e uma densidade de flutuagdo de 1,19-1,23
g/cm3. Sdo sensiveis a raios ultravioleta, detergentes i6nicos e ndo ibnicos, e sua
infectividade reduz 50% a cada 10 min quando submetidos a 50°C. Condic6es de pH
entre 7 a 9, temperaturas -70°C ou liofilizagcdo e conservacédo a 4°C nao afectam a
infectividade dos DENV (Brinton, 1986; Lindenbach et al., 2007).

Morfologicamente, os DENV sao esféricos e envelopados com cerca de 40-50
nandmetros de diametro (Gubler, 1998). O RNA e o capsideo formam um
nucleocapsideo icosaédrico constituido pela proteina C. Na parte externa, o virus é
circundado por uma bicamada lipidica associada as proteinas da membrana (prM/M) e
pela proteina E do envelope que forma projec¢cdes de 5-10nm de comprimento e
terminacdes arredondadas de 2nm de diametro (Brinton, 1986; Rice et al., 1985). A
proteina percursora da membrana (prM) constitui particulas virais imaturas e nao
infecciosas (Figura 2-A e B). A proteina da membrana (M) é produzida na via de
secrecdo durante a maturacao da particula viral (Figura 2-C e D) através da clivagem

da prM pela protease celular (Lindenbach et al., 2007).
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Virion imaturo

4 "

A Virion imaturo

prM (=18-kDa)
Membrana

Nucleocapsideo

C Virion maturo Virion maturo
Dimero E M(=8-kDa) D

Figura 2: Representacado da estrutura dos flavivirus. A: Proteina do envelope de uma particula
viral imatura. B: Reconstru¢do de uma particula imatura do DENV. C: Proteina do envelope de
uma particula viral madura. D: Reconstru¢do de uma particula matura do DENV (adaptado de
Lindenbach et al., 2007).

O genoma dos Flavivirus replica-se no citoplasma da célula hospedeira
(Lindenbach et al., 2003), comportando-se como um RNA mensageiro e possui uma
Unica fase aberta de leitura (ORF, do inglés Open Reading Frame) de
aproximadamente 10 mil bases nucleotidicas (Chambers et al., 1990). A ORF codifica

uma Unica poliproteina de aproximadamente 3.400 aminoacidos que é posteriormente
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clivada co e pos-traducionalmente, pelas proteases virais e da célula hospedeira, em 3
proteinas estruturais (capsideo, membrana e envelope) na regido N-terminal e 7 ndo
estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5) (Chambers et al., 1990;
Twiddy et al., 2002; Lindenbach et al., 2003). As proteinas nao estruturais sao
expressas quando os virus infectam as células hospedeiras e somente particulas virais
maturas possuem as proteinas estruturais (Henckal e Putnak, 1990; Miller et al., 2010).
O genoma viral possui, ainda, duas regides nao traduzidas (UTR/NTR) de ~100 e 450

pares de bases entre as regides 5’ e 3’ (Twiddy et al., 2002), Figura 3.

5' UTR
MS2A NS4A
C (ML E ]N51= nsi ||
|
M523 ME4R ¥ UTR

Figura 3: Esquema organizacional do genoma viral do DENV. Regides 5' e 3' ndo codificantes
(NC). A ORF codifica trés proteinas estruturais (as glicoproteinas do capsideo (C), da
membrana (M) e do envelope (E) e, sete glicoproteinas nao estruturais (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e N55).

Fonte: Guzman et al., 2010

1.4.1. Proteinas estruturais e ndo estruturais

O capsideo é constituido pela proteina C, a primeira a ser sintetizada durante o
processo de traducdo. Possui massa molecular de aproximadamente 11kDa e possui
cerca de 25% de residuos de lisina e arginina (Henckal e Putnak, 1990; Lindenbach et
al., 2003). De carécter hidrofébico, é responsavel por conferir a forma esférica ao virus
(Henckal e Putnak, 1990).

Particulas virais imaturas tem a superficie composta pelo heterodimero E-prM. A
proteina prM é glicosilada e tem 22kDa de peso molecular. Durante a maturagao viral,
gue ocorre em vesiculas de caracter acido, sobrevem a clivagem proteolitica da prM
por uma protease da célula hospedeira do tipo furina que antecede como ultima etapa
antes da libertacdo da particula infecciosa pela via exocitica do aparatus de golgi, para
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a producao da proteina M de (8kDa). Este processo € crucial para a morfogénese do
virus e induz a intensificacdo da infectividade do virus e esta envolvida na
reorganizacao da estrutura viral (Henckal e Putnak, 1990; Weaver e Vasilakis, 2009).

Particulas virais maturas possuem um envelope que € constituido pela
glicoproteina E (homodimero) de 53kDa. Em particulas virais imaturas esta se
apresenta como heterodimero (E-prM). A proteina possui residuos conservados de
cisteinas ligados por pontes dissulfidicas que s@o responsaveis pela sua estrutura. A
func@o protetora do genoma do virus € atribuida a lipidos presentes no envelope
(Chambers et al., 1990; Henckal e Putnak, 1990; Weaver e Vasilakis, 2009). E a maior
proteina estrutural do virion, sendo responsavel pelas principais propriedades
biolégicas do virus (Modis et al., 2004)

A proteina E possui 3 dominios (I, Il e Ill) que lhe conferem a capacidade de
mediar a ligacdo e fusdo do envelope a receptores de membrana da célula hospedeira
durante a penetracdo, responsaveis também pela resposta imune por anticorpos de
neutralizacdo, hemaglutinacdo, e confere o alto poder antigénico ao envelope (Henckal
e Putnak, 1990; Figueiredo, 1999; Weaver e Vasilakis, 2009). O dominio | € orientado
paralelamente a membrana do virus e contém radical amino terminal; o dominio Il é
estabilizado por 3 pontes dissulfidicas e possui um par de alcas descontinuas sendo
uma altamente conservada entre os flavivirus e é importante peptideo de fusdo
(Weaver e Vasilakis, 2009); o dominio lll, que inclui o C-terminal, localiza-se na
superficie lateral externa do dimero e esta associado a viruléncia por possuir residuos
gue também auxiliam a determinacao de hospedeiros e tropismo. Ja foi referido seu
papel na viruléncia, do genétipo americano do DENV-2 (Figueiredo, 1999; Weaver e
Vasilakis, 2009).

As proteinas ndo estruturais estdo envolvidas na modulacdo da resposta do
hospedeiro e na replicagdo do RNA viral (Khromykh e Westaway, 1997) e podem
desempenhar fungcdes na montagem, organizacao e liberacdo do virus (Lindebach et
al., 2007).

A glicoproteina NS1 de 48kDa é hidrofilica, possui um elevado grau de
homologia entre todos os flavivirus. Dentre os serotipos do DENV sua similaridade é

superior a 70%. E sintetizada no reticulo endoplasmatico e posteriormente transportada
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para o aparatus de golgi. Pode também ser transportada para a membrana plasmética
ou ser secretada pela célula hospedeira que ao expressar a NS1 na sua superficie
torna-se alvo da citélise imunolégica. Para além da importancia imunoldgica a NS1 é
importante para a morfogénese do virus (Henckal e Putnak, 1990; Weaver e Vasilakis,
2009).

A proteina NS2A de 20-22kDa tem varios dominios transmembranares, é
importante para processos como proteodlise da terminacdo C do NS1 e coordenacgao do
processo entre replicacdo e empacotamento do RNA. Estudos demonstraram que
mutagdes nesta proteina interferem na montagem e secrecdo da particula viral pela
célula hospedeira (Kummerer e Rice, 2002). Pouco se sabe sobre o papel da NS2B
(14-145kDa) na replicacdo viral, mas especula-se sua associacdo com a proteina NS3
de 70kDa para formar o complexo de proteases virais e serve como co-factor para
activacdo da protease serina. Sua sequéncia apresenta sete dominios hidrofébicos
que estdo relacionados a interaccdo com membranas, como também, ao correcto
direcionamento do core hidrofilico central (Brinkworth et al., 1999).

A proteina NS3 (68kDa) é uma proteina multifuncional, altamente conservada
entre os flavivirus. Possui no minimo trés actividades bioquimicas distintas que por sua
vez comporta-se como uma RNA protease do tipo tripsina, helicase e trifosfatase,
envolvida no processamento pos-traducional da poliproteina e replicacdo viral
(Lindenbach e Rice, 2003).

N&o existem evidéncias directas sobre a funcao das proteinas NS4a e NS4b. No
entanto, estudos sugerem que a proteina NS4a esta ancorada a membrana do reticulo
e interage com as proteinas NS1, NS3 e NS5 (Westaway et al., 2003). Também,
acredita-se que as proteinas NS4a e NS4b (16kDa e 27kDa, respectivamente)
funcionem como co-factores no complexo de replicacdo e também como inibidores do
interferon e indutores de célula T (Henckal e Putnak, 1990; Weaver e Vasilakis, 2009).

A NS5 é uma proteina também multifuncional de 103-105kDa também altamente
conservada entre todos os flavivirus. A andlise dessas sequéncias possibilitaram a
determinacao de dois sitios. O primeiro encontrado na regido C-terminal do gene, que
possui uma sequéncia de nucletideos similar a RNA polimerase, o que lhe permite

funcionar como uma RNA polimerase RNA dependente (RdRp) e serve para indugao
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da interleucina 8 e, o segundo encontrado na regido N-terminal, responsavel pela
actividade metiltransferase (Henckal e Putnak, 1990; Weaver e Vasilakis, 2009; Herrero
et al.,2013).

1.5. Classificacao e diversidade genética dos DENV

O DENV pertence a familia Flaviviridae composta por 4 géneros: Hepacivirus,
Pestivirus, Flavivirus, e Pegivirus (Pierson e Diamond, 2013;
https://talk.ictvonline.org/taxonomy, 2016).

O género Flavivirus ao qual pertence o DENV possui 73 virus classificados em
53 espécies. Os sorotipos do DENV foram identificados com base em testes
seroldgicos e estes por sua vez dividem-se em diferentes grupos genotipicos (Tabela
1) identificados inicialmente pela técnica de fingerprinting (Trent et al.,1983) e
posteriormente pela técnica de sequenciamento do genoma viral (Rico-Hesse, 1990;
Weaver e Vasilakis, 2009).

Segundo Rico-Hesse (1990) e Chen e Vasilakis (2011), os grupos genotipicos
sdo formados por cepas com diferenca nucleotidica >6% em uma determinada regido
do genoma. Assim, para o serotipo DENV-1 sdo descritos 5 genotipos: Genotipo |
referente a estirpes do Sudeste Asiatico, China e Leste Africano; Gendtipo Il referente a
estirpes de 1950 e 1960 da Tailandia; Gendtipo Il referente a estirpes selvagens da
Malésia; Gendtipo IV referente a estirpes da Australia e Ilhas do Oeste do Pacifico;
Genotipo V referente a estirpes do Oeste Africano, Asia e América (Goncalves et al.,
2002; Weaver e Vasilakis, 2009; Chen e Vasilakis, 2011).

Constituem o serotipo DENV-2 o0s seguintes gendtipos: Genoétipo Asiatico |
referente a estirpes da Malasia, Tailandia, Combodia, Myanmar, Viethame e Australia;
Genotipo Asiatico Il referente a estirpes da china, Sri Lanka, Taiwan, Filipinas, india,
Honduras, Indonésia e México; Genotipo Cosmopolita (com vasta distribuicdo
geografica) referente a estirpes do Leste e Oeste Africano, Australia, Ilhas dos
Oceanos indico e Pacifico, Subcontinente Indiano e Oriente Médio; Gendtipo
Americano referente a estirpes de 1950 e 1960 das llhas do Pacifico, Subcontinente
Indiano, Caribe e América do Sul e Central; Geno6tipo do Sudeste Asiatico/Americano
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referente a estirpes do Sudeste Asiatico e estirpes Americanas identificadas entre
1981-2011; Genotipo Selvagem que reune estirpes selvagens identificadas em
humanos, primatas ndo humanos e mosquitos das florestas do Sudeste Asiatico e
Oeste Africano (Weaver e Vasilakis, 2009; Chen e Vasilakis, 2011).

O serotipo DENV-3 distingue-se em 5 gendtipos a citar: Gendtipo | que reune
estirpes da Indonésia, Maléasia, Filipinas, Taiwan, Singapura e Ilhas do Sul do Pacifico
como Fiji e Tahiti; Genotipo 1l que reune estirpes do Bangladesh, Tailandia, Singapura,
Indonésia, Taiwan, Combodia, China, Japdo e Myanmar; Gendétipo lll, geograficamente
mais disperso dentre os genétipos do DENV-3, relne estirpes da India, Sri Lanka,
Leste da Africa, Samoa, Taiwan, América Central e do Sul, Singapura, Caribe, Jap&o e
estirpes importadas para Europa; Genatipo 1V, geneticamente mais diferente dos outros
genadtipos do DENV-3, reline estirpes do Porto Rico, América Central e América Latina;
Genotipo V, inclui o protétipo do DENV-3 (H87-1956) das Filipinas, estirpes do Japao,
do Brasil e da China ( Weaver e Vasilakis, 2009; Chen e Vasilakis, 2011);

Quatro (4) gendtipos pertencem ao serotipo DENV-4 a citar: Gendtipo |, que
reune estirpes do Japdo, Tailandia, Sri Lanka, Filipinas, Vietham, Myanmar, Malasia,
india, China e Brasil. Este Gen6tipo inclui, também o protétipo de DENV- 4 (H241)
isolado nas Filipinas em 1956 ; Genotipo I, relne estirpes da Indonésia, Malasia,
Tahiti, Singapura, Caribe, América , China, Australia e llhas do Pacifico Ocidental ;
Gendtipo lll, retne 5 estirpes da Tailandia isoladas entre 1997-2001 e sao diferentes de
todas outras estirpes isoladas na Tailandia; Gendtipo 1V, relne 3 estirpes selvagens da
Maléasia (Weaver e Vasilakis, 2009; Chen e Vasilakis, 2011).
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Tabela 1: Classificacdo dos genotipos dos DENV baseada na andlise

filogenética das sequéncias do gene do envelope (Weaver e Vasilakis, 2009; Chen e

Vasilakis, 2011)

Serotipo

Gendétipo

Distribuicdo geografica

DENV-1

Sudeste Asiatico, China, Leste Africano

Tailandia (1950-1960)

Malasia (estirpes selvagens)

Australia e llhas do Oeste do Pacifico

Oeste Africano, Asia e América

DENV-2

Asiatico |

Malasia, Tailandia, Combodia, Myanmar, Vietname e
Australia

Asiatico Il

China, Sri Lanka, Taiwan, Filipinas, india, Honduras,
Indonésia e México

Cosmopolita

Lgste e Oeste Africano, Australia, Ilhas dos Oceanos
Indico e Pacifico, Subcontinente Indiano e Oriente
Médio

Americano

Ilhas do Pacifico (1950-1960), Subcontinente Indiano,
Caribe e América do Sul e Central

Sudeste
Asiatico/Americano

Sudeste Asiatico e estirpes Americanas (1981-2011)

Selvagem

Sudeste Asiatico e Oeste Africano

DENV-3

Indonésia, Malasia, Filipinas, Taiwan, Singapura e
Ilhas do Sul do Pacifico (Fiji e Tabhiti)

Bangladesh, Tailandia, Singapura, Indonésia, Taiwan,
Combodia, China, Japao e Myanmar

india, Sri Lanka, Leste da Africa, Samoa, Taiwan,
América Central e do Sul, Singapura, Caribe, Japao e
Europa (estirpes importadas)

Porto Rico, América Central e América Latina

Filipinas (H87-1956), Jap&o, Brasil e China

DENV-4

Japao, Tailandia, Sri Lanka, Filipinas (H241-1956),
Vietnam, Myanmar, Malasia, India, China e Brasil

Indonésia, Malasia, Tahiti, Singapura, Caribe, América,
China, Australia e llhas do Pacifico Ocidental

Tailandia (1997-2001)

Malasia (estirpes selvagens)
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1.6. Replicacéao viral

As células dendriticas, mondcitos, macrofagos, células linféides e hepatécitos
sdo as principais células alvo para infeccdo pelos DENV (Jessie et al.,2004;
Mukhopadhyay, 2005; Ross, 2010; Chawla et al., 2013). A entrada do virus na célula
ocorre por endocitose que € seguida pela entrada do nucleocapsideo na citoplasma e
posterior libertacdo do genoma viral e sua replicacdo (Mukhopadhyay, 2005;
Lindenbach et al., 2007; Ross, 2010). O pH acido do endossomo que induz a mudanca
conformacional do envelope e os receptores celulares de superficie especificos para a
proteina do envelope (exemplo: DC-SIGN das células dendriticas) e favorecem a
ligacdo e fusdo do envelope viral & membrana da célula alvo (Lindenbach et al., 2007;
Ross, 2010).

A replicac@o viral ocorre nas vasiculas membranosas, que correspondem a
invaginagdes induzidas pelas proteinas NS3 e NS4a no reticulo endoplasmatico.

No processo de replicacao, ocorre inicialmente a sintese do RNA de polaridade
negativa e posterior sintese de moléculas de RNA progénie. As fitas de RNA progénie
(+) servem de molde para geracdo de outras fitas complementares de polaridade
negativa assim como para montagem das novas particulas virais (Lindenbach et al.,
2003). A montagem das particulas virais consiste no empacotamento do genoma viral
pelo capsideo (formacdo do nucleocapsideo) e posterior cobertura pelo envelope no
limen do reticulo endoplasmatico. Os virions imaturos migram pelo complexo de golgi,
sdo clivados por proteases celulares gerando particulas virais maturas que sao
posteriormente libertados da célula hospedeira por exocitose (Mukhopadhyay, 2005;
Lindenbach et al., 2007) (Figura 4).
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Figura 4. Representagdo esquematica do ciclo de replicagdo dos DENV (adaptado de
Lindenbach et al., 2007).

1.7. Manifestacdes clinicas e classificacdo da dengue

A dengue pode muitas vezes ser confundida com viroses exantematicas, gripe,
sarampo, rubéola ou enteroviroses devido aos seus sinais e sintomas de largo espectro
(WHO, 2009). Todos os serotipos de DENV causam manifestacdes clinicas que variam
desde formas assintoméaticas similares a gripe a formas letais caracterizadas por
extravasamento de plasma com ou sem hemorragia (WHO, 2009; Domingo et al.,
2011). O periodo de incubagéo intinseca varia de 3 al4 dias, mas € em média, de 4 a
7 dias. Sao descritos sinais como dor muscular, dor na coluna, nos olhos, nos
membros, mal estar, rash, nauseas, vomitos, fadiga, anorexia, erupc¢éao, febre de 39.4 a
41.1°C e cefaléia. Outros sinais e sintomas incluem fotofobia, sudorese, tosse, disuria,

alteracdes do paladar, letargia, linfadenopatia (George e Lum, 2014).
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Ashburn e Craig, 1907; George e Lum, 2014 referiram a leucopenia com a
reducdo de leucdcitos polimorfonucleares e um aumento de pequenos linfécitos
inespecificos (linfocitose) como resultados de testagem laboratorial de amostras
positivas para dengue (George e Lum, 2014).

A trombocitopenia é referida em casos de FHD/SCD. Também s&o referidos o
aumento de megacariocitos, eosinoéfilos e granuldcitos. Durante a infeccdo pelo DENV
pode ocorrer um aumento da permeabilidade vascular com a consequente hipovolemia
vascular e encefalopatia grave (George e Lum, 2014). Em casos febre hemorragica
pode-se verificar petéquias, sangramento gengival e gastrointestinal, menorragia e
hematuria. Essa perda de sangue pode conduzir a um sindrome do choque e morte,
guando grave.

A classificacdo da dengue é muito importante para o acompanhamento
apropriado dos pacientes assim, a OMS sugeriu recentemente uma nova classificacao
como: Dengue sem sinais de alerta (DSSA), dengue com sinais de alerta (DCSA) e
dengue grave (DG) (Figura 5) (WHO, 2009a).

DENGUE £ SINAIS DE ALERTA DENGUE GRAVE

Extravasamento grave de plasma

COM

SINAIS DE Hemorragia grave

ALERTA

Grave envolvimento de 6rgdos

CRITERIOS PARA DENGUE # SINAIS DE ALERTA CRITERIOS PARA DENGUE GRAVE

Extravasamento grave do plsma

CASO PROVAVELDE DENGUE SINAIS DE ALERTA* .
Morar ou viajar para drea endémica de dengue. + Dorabdominal ocasionande:
Apresentar febre e 2 dos sequintes critérios: “¥Bmito persistente *Choque (SCD) o
+Néusea, vémito «Dename cavitiric *Derrame cavitario com estresse respiratdrio
*Rash *Sangramento de mucosa .
*Dores *Letargia , inquietagéo *Hemorragia grave
*Prova do lago positiva *Figado aumentado L. L
sLeucopenia +Laboratorial: hematécrito elevado deacorde com avaliagie médica.
*Qualquer sinal de alerta simultiinea plaquetopenia . Lo

+Grave envolvimento de drgdos
CONFIRMAGAO LAEORATORIALDE DENGUE ~ Requerohservagio e intervengéo *Figado: AST ouALT21000
(importante quando hé sinal de extravasamento médica *SNC: envolvimento da consciéncia
do plasma) +Coragdo e outros Grgéos

Figura 5: Classificacdo da dengue proposta pela OMS, 2009. (WHO, 2009a)
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1.8. Diagndstico laboratorial

A infeccdo pelo DENV produz uma série de sintomas inespecificos que tornam
dificil o diagnostico clinico (WHO, 2009a; Ross, 2010). Assim, o diagnostico laboratorial
é de extrema importancia para a confirmagédo dos casos em programas de vigilancia
epidemiologica, controlo de surtos, pesquisa, ensaios clinicos, desenvolvimento de
vacinas, assim como para melhor conduta clinica dos mesmos (WHO, 2009a).

Os meétodos de diagnéstico laboratorial da infeccdo por DENV incluem, a
deteccdo do RNA viral em amostras de soro, plasma, células sanguineas e em outros
tecidos, os testes seroldgicos para deteccdo do antigeno NS1 e/ou anticorpos IgM e
IgG anti-DENV e a combina¢do dos testes moleculares e serolégicos (WHO, 2009a;
Ross, 2010; CDC, 2016).

O resultado do diagndstico é influinciado pelo estagio da infeccéo e intervalo de
tempo entre inicio dos sintomas e a colheita de amostras. Na fase aguda da infeccao
(até 5 dias apo6s o inicio dos sintomas), recomenda-se o diagnéstico directo por
isolamento viral em cultura celular, deteccdo do RNA por transcricdo reversa seguida
pela reaccdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) e detec¢cdo dos antigenos virais por
Enzyme-linked Immunosorbent assay (ELISA) (WHO, 2009a; Peeling et al., 2010). A
infeccdo aguda pode ainda ser confirmada pela detec¢cdo do RNA e antigenos virais
NS1 em amostras de tecido colhidas por autdépsia usando analises de
imunofluorescéncia ou imunohistoquimica (CDC, 2016).

O diagnastico indirecto por deteccéo dos anticorpos IgM (Imunoglobulina M) e
IgG (Imunoglobulina G) é recomendado apds a fase aguda (WHO, 2009a; Peeling et
al., 2010; CDC, 2016). O diagnostico seroldgico para deteccao dos anticorpos anti-
DENV é ainda influenciado pela imunidade do hospedeiro (Figura 6). Em caso de
individuos sem exposi¢ao prévia ao virus por infecgdo anterior ou imunizacgao (infeccéo
primaria) a IgM pode ser rapidamente detectado entre 5-10 dias de infeccdo. A IgM
permanece na circulagdo por cerca de 2 semanas ap0s o0 desaparecimento dos
sintomas e atinge niveis indetectaveis 2-3 meses depois. A IgG pode ser detectada no

final da primeira semana de doenca porém em titulos baixos. Seu aumento na
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circulacdo acontece de forma lenta permanendo detectavel por varios meses (WHO,
2009a).

Infecc@o primaria-DENV Infeccdo secundaria-DENV
138G
g 3
= i Legenda
s z
2 2
3 & NS1  eo—
Vilus #sessmsns
T IEM emssmmes
365 = 3
IG = ——
Dias apos inicio da febre Dias ap0os inicio da febre

Figura 6: Periodo estimado da infeccdo pelo DENV em dias e os alvos dos métodos

diagnosticos que podem ser usados para detectar a infeccdo (adaptado de CDC, 2016)

Em caso de infeccdo secundaria os anticorpos IgG podem ser detectados em
altos niveis ainda na fase aguda da infeccdo e os anticorpos IgM séo detectados em
titulos menores que os casos de infecgdo priméria. O racio dos anticorpos IgM/IgG sao

0s mais usados para distinguir casos de infeccdo primaria e secundaria (WHO, 2009a).

1.9. Patogénese da infec¢éo pelo DENV

A compreensdo dos mecanismos da patogénese da infeccdo pelo DENV e a
evolucao para doenca grave é prejudicada pela falta de um modelo animal que
desenvolva a doenca de forma similar ao hospedeiro humano (Rico-Hesse, 2009;
Simmons et al., 2012).

Dentre as teorias propostas para explicar o alto grau de variacdo das
manifestagdes clinicas causadas pelos DENV, esta a teoria relacionada a viruléncia da
estirpe viral (Rosen, 1977; Rico-Hesse, 1990; Kumaria, 2010), das infeccdes
sequenciais (Halstead, 1988; Gubler 1988; Simmons et al., 2006) e da intensa ativacéo
da célula T com o aumento exacerbado de citocinas como TNF-a, IFN-gama, IL-6, IL-2,

IL10 (Azeredo et al.,, 2001) que aumentam a permeabilidade vascular e resultam no
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extravasamento de plasma, procedendo a hemoconcentragcdo e por vezes o choque
hipovolémico (Basu, 2008).

Na teoria da viruléncia da estirpe viral, Rosen, (1977) e Rico-Hesse, (1990)
referem que as estirpes virais diferem na sua capacidade antigénica e que este factor
estaria associado a dengue grave. Casos de dengue classica registados nas florestas
da Africa Ocidental (Robin et al., 1980), Vietname (WHO, 1976) e Malasia (Rudnick,
1965) causados por estirpes do DENV-2 especifico para primatas ndo humanos, e os
casos de febre hemorragica da dengue com 158 mortes registadas em Cuba em 1981,
causados pelo DENV-2 (Kouri et al., 1986), sdo exemplos que suportam a teoria da
viruléncia viral.

Outras evidéncias sdo os casos de dengue registados na Venezuela em 1989
em que foram identificados os serétipos DENV-1, 2 e 4, onde o0s casos graves foram
associados ao serotipo 2 (PAHO, 1990).

Rico-Hesse (1997) demonstrou a introdu¢do do DENV-2, genotipo
Sudeste/Asiatico e consequente ocorréncia da FHD na Venezuela, Brasil, Colémbia e
México. Este cenario diferiu dos casos de febre da dengue causados pelo DENV-2
genodtipo Americano nos mesmos paises. Estas diferencas podem estar
associadas a diferente capacidade viral de adaptacdo ao vector e a factores que
favorecem a replicacédo no hospedeiro. Como por exemplo: o DENV-2 gendtipo asiatico
replicar melhor em mondcitos derivados de células dendriticas quando comparados ao
genadtipo americano do mesmo serotipo (Vasilakis et al., 2007).

Factores virais como a diferenca na estrutura do gendétipo/serotipo também
estdo associados a patogénese da infeccao pelo DENV. Andlises do genoma completo
sugerem diferencas nucleotidicas entre os gendétipos asiatico e americano no DENV-2,
especificamente no aminoécido da posicdo 390 da proteina do envelope (principal
determinante antigénico) (Vasilakis e Weaver, 2008). Este residuo, associado com a
ligacdo do virus a célula hospedeira apresenta variacbes polimorficas que quando
relacionadas a pressdo selectiva afectam a viruléncia dos diferentes gendétipos do
DENV-2 (Twiddy, 2002; Vasilakis et al., 2008).

A teoria da ocorréncia de dengue grave mais aceite € a teoria da infeccao

sequencial por diferentes serotipos, também descrita como infeccdo secundaria ou
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antibody dependent enhancement (ADE) (Gubler, 1998). A infec¢cdo primaria por um
dos DENV induz a producédo de uma imunidade homotipica de longa duracdo mediada
por anticorpos neutralizantes contra a porteina E do virus infectante (Gubler, 1988;
Halstead, 1988) e estimula, também a producdo de uma imunidade heterotipica de
curta duracdo mediada por anticorpos sub-neutralizantes (Sabin, 1952). Esta
imunidade heterotipica de curta duracdo € considerada factor de risco para ocorréncia
da gravidade da dengue em caso de infeccdo secundaria por um serotipo heterdlogo
(Gubler, 1988; Halstead, 1988; Guzman et al., 2006; Domingo et al., 2011; Jiang et al.,
2013), visto que, na infeccdo secundéria por um serotipo diferente da infeccao priméaria,
ocorre a formacdo de imunocomplexos entre o virus infectante e os anticorpos IgG
subneutralizantes, que facilitam a infeccdo dos fagécitos mononucleares através do
refeptor Fc (fragmento cristalizavel). Neste modelo ha um aumento do numero de
células infectadas, com elevacao da replicacao viral (Gubler, 1988; Halstead, 1988;
Rothman e Ennis, 1999).

A teoria da activacdo dos linfocito T de memdéria relacionadas a infeccéo
primaria deve também ser considerada, pois sua correlacdo com mondcitos infectados
pode resultar num aumento da permeabilidade vascular por diversos mecanismos
como, por exemplo, a producdo de citocinas pelos linfocitos TCD4+ e TCD8+
especificos. Os linfocitos TCD4+ e TCD8+ produzem IFNy (Kurane et al., 1989;
Gagnon et al., 1999). Os linfécitos TCD4+ produzem também moléculas de TNFa e j3,
IL-2, IL-6, IL-10 (Azeredo et al., 2010), IL-8, IL-12 e MCP-1. Estas citocinas induzem o
multifuncionamento das células do endotélio vascular e consequente extravazamento
do plasma (Kurane, 2007).

Outro mecanismo da imunopatogénese viral relacionada aos linfécitos T é a lise
de células alvo infectadas pelo mecanismo dependente de perfurinas (Kurane, et al.,
1989; Rothman e Ennis, 1999).

A activagdo do sistema complemento (C3a e Cb5a) pelos imunocomplexos
circulantes detectado em pacientes com FHD deve também contribuir para as
diferentes manifestacdes clinicas da infeccdo pelo DENV e principalmente para o
extravasamento do plasma (Kurane, 2007). A activacdo do complemento, associada a
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trombocitopenia e coagulacdo disordenada aumentam a permeabilidade vascular e
consequente risco para ocorréncia de hemorragias (Whitehorn e Simmons, 2011).
Guzman e Kouri (2002) assumem a teoria da patogénese multifactorial (Figura
7) em que participam na patogénese os factores do hospedeiro, da sua imunologia, do
virus e factores epidemioldgicos. Neste modelo, a alta densidade do vector, alta
circulacdo do virus e a susceptibilidade da populacdo (populacdo em risco para
infeccdo secundaria) sdo determinantes importantes para a ocorréncia da dengue

grave (Guzman e Kouri, 2002).

Sexo Susceptibilidade
Idade Alta densidade
Raca do vector
Nutricéo Circulagdo viral
Infeccio Factores de Factores de risco ampla
secundéria _risco epidemioldgicos hiperendemicid-
Resposta  do individuais ade

hospedeiro

Factores
virais

Viruléncia da estirpe
Serotipo

Figura 7: Factores de risco para ocorréncia da dengue grave (adaptado de Guzman e Kouri,
2002)

1.10. Epidemiologia da dengue no mundo

O virus e vector da dengue estdo amplamente distribuidos pelo mundo ha mais
de 200 anos (Gubler e Clarck, 1995). Até 2015, estimava-se que de 70 a 500 milhdes
de infecgbes pelo DENV ocorriam anualmente em 124 paises endémicos e que

aproximadamente 3,6 bilhdes de pessoas encontravam-se em risco de contrair a
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doenca em paises do Sudeste Asiatico, Pacifico Ocidental, Américas, Africa e Oriente
Médio (Bhatt et al., 2013; CDC, 2014; WHO, 2015a). Para além das &reas de risco
referidas anteriormente, sdo também considerados endémicos o0s paises do
Mediterraneo Oriental. Estes, fazem parte dos mais de 100 paises de clima tropical e
subtropical (Figura 8) com risco de ocorréncia da dengue (CDC, 2014; WHO, 2017).

0000

Average of number of reported cases, 2010-2016
I >100000 [_] 0cases reported 7] [;l
I 10 000-99 999 [ Nodata /
“ @ 1000-9999 [ Not applicable
[ <1000

Figura 8: Numero médio de casos de dengue suspeitos ou confirmados reportados a OMS entre
2010-2016
Fonte:WHO, 2007. Disponivel em:www.WHO.int/denguecontrol/epidemiology/en/

Paises europeus como Franca e Croacia reportaram casos de transmissao local
da dengue em 2010 e outros trés paises da mesma regido reportaram casos de doenca
importada (WHO, 2017). Em 2012 mais casos importados de dengue foram reportados
em onze paises europeus que inclui Portugal com cerca de 2 mil casos.

Em 2014 foi registado um aumento no nimero de casos reportados na China,
Fiji, Malasia e Vanuatu. No mesmo ano foram reportados casos de dengue no Japao,
70 anos depois do Ultimo reporte de caso, e a. india destacou-se em 2015 pelo registo
do pior surto de dengue (mais de 15 mil casos) nove anos apoés o ultimo caso (WHO,
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2017). Em Africa foram registados surtos de dengue na Tanzania (Vairo et al., 2014) e
Mocambique (Massangaie et al., 2016).

O aumento global de surtos de dengue marcaram o ano de 2016, sendo
reportados somente nas Américas 2.338,848 casos provaveis, 4,274 casos de dengue
grave e 1032 mortes. 1J4 em 2017, até o més de junho, 0 niUmero de casos provaveis
ultrapassa 250mil com 834 casos graves e 135 oObitos (PAHO, ????).Nas llhas
Salomao, foi reportado, no mesmo ano um surto de dengue com mais de 7mil casos
suspeitos. Em Borkina Faso foi reportado um surto de dengue com 1061 casos
provaveis (WHO, 2017).

Dados actualizados pela OMS em Abril de 2017 sugerem que apesar do fraco
reporte de casos e do subdiagndstico da dengue ha um aumento na incidéncia global
da doenca nas ultimas décadas. Anualmente, sédo registados cerca de 390 milhdes de
casos de infeccao pelo DENV. Destes, 96 milhdes desenvolvem a doenga com ou sem
manifestagbes severas. De acordo com as estimativas da Organizacdo Mundial da
Saude cerca 3.9 bilhdes de individuos vivem em 128 paises com risco de ocorréncia da
infeccdo pelo DENV. Uma analise sobre o nimero de casos de dengue reportados
entre 2010-2015 sugere um aumento em 1milhdo de casos reportados (de 2.2milhdes
para 3.2milhdes) assim como na hiperendemicidade dos serotipos nas areas de risco
(WHO,2017)

Vérios factores contribuiram para que a dengue se tornasse endémica em
paises das regides tropicais e subtropicais através da propagacéao do virus e do vector,
tais como: urbanizacdo massiva nédo planificada, fraco abastecimento de dgua potavel,
descarte inadequado de residuos sélidos e ndo biodegradaveis, aumento da taxa de
viagens e migracfes, temperatura, fraco sistema de saude de controlo e altas taxas de
pobreza (Gubler, 1998; Guzman et al., 2006; Amarasinghe et al., 2011).

1.10.1. Dengue na Africa

A dengue foi inicialmente reportada na Africa nos finais do século XIX e inicio do
século XX, contudo dados sobre a vigilancia da dengue referente ao século passado

sao escassos (Amarasinghe et al., 2011).
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O continente africano apresenta riscos para ocorréncia da dengue , pois ja foi
comprovada a circulagdo de mosquitos do género Aedes e acredita-se que seja o0 ponto
de origem do vector (Amarasinghe et al., 2011; Bhatt et al., 2013; WHO, 2014). Antes
de 1980 pouco se sabia sobre a circulagdo do virus em Africa, contudo os quatro
serotipos ja foram isolados (DENV-2 foi 0 mais reportado) e estao envolvidos em ciclos
silvestres (Gubler, 1998; Amarasinghe et al., 2011).

Houveram relatos de dengue e doencas similares a dengue em Zanzibar (1823;
1870), Burkina Faso (1925), Egipto (1887; 1927), Africa do Sul-Durban (1926-1927),
Senegal (1927-1928), llhas Reunido (1977-1978) e Seychelles (1977-1979) (Gubler et
al., 2014; Amarasinghe et al., 2011), porém, o primeiro isolamento do DENV na Africa
foi em 1960 na Nigéria a partir de amostras de pacientes febris (Carey et al., 1971;
Amarisinghe et al., 2011).

Posterior ao ano de 1980, autores como Johnson et al., (1982) e Kanesa-Thasan
et al., (1994) descreveram surtos de dengue no Leste e Oeste Africano. Pode-se citar o
registo da dengue em Kenya (1982), Mocambique (1985), Djibouti (1991-1993),
Somalia (1982; 1993), Comoros (1992-1993), Arabia Saudita (1994) e llhas do Cabo
Verde (2009) (Gubler e Clark, 1995; Amarisinghe et al., 2011). As epidemias de 1991
em Djibouti e 1994 na Arabia Saudita constituiram as maiores epidemias de dengue em
Africa.

Segundo Amarasinghe e colaboradores (2011), dados sobre a prevaléncia e
incidéncia da dengue na Africa s&o escassos, mas um estudo na Nigéria determinou
uma prevaléncia da infecgéo por flavivirus em torno de 1.816 em criancas e adultos de
areas rurais e urbanas entre 1970 (Fagbami et al., 1977).

Entre 1960-2010 a transmissdo da dengue alastrou-se na Africa com mais de 34
paises reportando epidemias. Destes, 22 reportaram a transmissao local da doenca
sendo 20 confirmados por laboratério e outros 2 (Egpito e Zanzibar) apenas registos de
casos clinicos. Para outros 12 paises ha relatos da dengue em viajantes retornando da
Africa para paises ndo endémicos (Amarasinghe et al., 2011).

Apesar dos dados acima citados a real situacdo epidemioldgica de Africa ainda
nao é clara devido a diversos factores, a citar: o subdiagnostico da dengue como

maléaria ou febre de origem desconhecida, falta de programas de vigilancia e falta de
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capacidade para confirmacdo laboratorial dos casos suspeitos (Amarasinghe et al.,
2011).

Africa é considerado local de origem do vector Aedes aegypti e de posterior
dispersdo do mesmo para outras areas tropicais mas, apesar da circulacao deste e de
outros potenciais vectores como Aedes albopictus, Aedes africanus e Aedes
luteocephalus estudos referem uma baixa susceptibilidade relativa dos vectores
africanos aos serotipos e genoétipos dos DENV (Gubler e Clark, 1995; Halstead, 2008;
Amarasinghe et al., 2011). Este facto também pode contribuir para a baixa prevaléncia
da dengue em Africa (Amarasinghe et al., 2011).

Paises africanos focam no controle do vector como forma de prevencéo da
doenca, mas ainda sdo necessarios esforcos para a implementacao da vigilancia da

situacao epidemioldgica no continente.

1.10.2. Dengue em Mocambique

O primeiro caso de dengue pelo DENV-3 em Africa foi registado em
Mocambigue na Provincia de Cabo Delgado (Pemba) entre os finais de 1984 e inicio de
1985 (Abreu et al., 1985; Gubler et al., 1986). Para Mogambique este foi o primeiro
caso reportado de dengue e acometeu cerca de 45% da populacédo, contudo pouco se
sabe sobre a origem do virus e gendétipos circulantes. Acredita-se que a migracao de
ou para paises como india, Sudeste Asiatico e regides do Pacifico onde o virus era
endémico no mesmo periodo constituam o principal factor associado a circulacdo deste
serotipo no pais (Gubler, 1986).

Entre abril e maio de 2014 foi reportado um surto (243 suspeitos e 77 confirmados) de
dengue pelo virus DENV-2 em Cabo Delgado (Pemba) e Nampula (NICD, 2014; WHO,
2015b). O DENV-2 tem sido reportado como maior causador da dengue em Africa,
seguido pelo DENV-1 (Sang, 2006; WHO, 2009). Este constitui o segundo surto de
dengue em Pemba, apds 29 anos apos o primeiro surto ter sido identificado (Higa et al.,
2015), sendo de serotipo distinto. Pemba é uma zona turistica e faz fronteira com
Tanzania, pais onde foi registado surto de dengue em 2010 (NICD, 2014; WHO, 2015b)

e em 2014 (WHO, 2015b). Mais uma vez, a migracdo esta sendo implicada como factor
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para a ocorréncia da dengue (Gubler, 1998), além de Mogambique constituir zona de
risco devido a presenca de factores determinantes como a presenca do vector (WHO,
2014) e queda de chuvas que proporciona criadouros para mosqg.uitos (NICD, 2014).
Higa e colaboradores (2015) confirmaram a circulacéo do principal vector Aedes em

Pemba, Nampula e Nacala durante o surto de dengue em 2014.

1.11. JUSTIFICATIVA

O primeiro relato de dengue em Mocambique foi entre 1984-1985 (Gubler, 1986)
e, mais recentemente, 2014 foi registado um surto pelo DENV-2 (Massangaie et al.,
2016). A falta de dados de epidemiologia molecular referentes ao primeiro surto de
dengue no pais dificulta até certo ponto a avaliacdo do impacto da emergéncia de um
serotipo diferente.

O reconhecimento dos gendtipos do DENV e suas origens fornecem
informacdes para que se possam monitorar os genétipos mais virulentos na vigéncia de
epidemias auxiliando na adocdo das medidas de controle. Esses estudos podem
também ajudar no esclarecimento da patogénese do DENV e nos mecanismos
associados a resposta imune do hospedeiro, bem como, o entendimento da influéncia
do vetor na selecdo das variantes genéticas.

Estudos de epidemiologia molecular podem constituir uma importante
ferramenta para identificar a origem dos virus circulantes no pais, monitorar a
introducéo, dispersdo e recombinacdo dos virus, bem como prever as possiveis
consequéncias epidemiolégicas de tais eventos.

O presente estudo pretende fornecer a caracterizacdo molecular dos DENV,
associados aos casos registrados entre 2014 e 2015, nas provincias de Cabo Delgado
e Nampula, Mogcambique, como serotipo e gendtipo circulante, visto a importancia para
a vigilancia epidemioldgica que estas informacdes conferem, principalmente em uma
localidade onde nado existem informacdes disponiveis. Tais informacdes servirdao de
auxilio em investigacbes de casos de dengue, possiveis padrdoes evolutivos,
introducdes, propagacdo dos virus, filogeografia e previsdo de futuras consequéncias

epidemiologicas. Nossos dados pioneiros sobre a caracterizacdo molecular e
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filogenética dos DENV circulantes em Mocambique, poderdo ajudar no desenho de
estratégias de controlo da doenca que fortalecam o sistema de vigilancia da dengue no

pais.
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2. OBJECTIVOS
2.1. Objectivo Geral

e Monitorar os serotipos e gendtipos do virus dengue circulantes no norte de
Mocambique entre 2014 a 2016.

2.2. Objectivos Especificos

e Monitorar a ocorréncia dos DENV no periodo pés-surto de 2014;

e Monitorar e comparar as carateristicas clinico-demograficas dos pacientes com
Dengue no periodo de 2014 a 2016;

e Identificar os gendtipos do DENV envolvidos no surto de Pemba e Nampula de
2014;

e Identificar os serotipos e gendtipos do DENV circulantes em Pemba e Nampula
no periodo pos-surto (2015 e 2016);

e Correlacionar os genotipos e serotipos do DENV circulantes em Nampula e
Pemba com as caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes;

e Comparar os genoétipos circulantes em Mocambique com os genoétipos do DENV

circulantes em outras regiodes do mundo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Consideracgbes éticas

O presente estudo foi considerado parte da vigilancia de arboviroses no pais
para o qual se obteve aprovacao ética do Comité Nacional para Bioética para Saude
(CNBS) com o numero IRB00002657. Para garantir a confidencialidade dos pacientes,
as amostras foram tratadas de forma cega usando-se apenas o cdédigo atribuido a

guando da colheita da amostra.

3.2. Desenho e area do estudo

O presente estudo é de caracter transversal e consistiu na monitoria da
ocorréncia do DENV e avaliacdo dos serotipos e gendtipos nos dois anos
susbhsequentes a ocorréncia do surto de Dengue nas provincias de Nampula e Pemba
em 2014 (Figura 9). As amostras colhidas no ambito da investigacdo do surto de
dengue registado no Norte de Mogambique (Provincias de Nampula e Cabo Delgado-
Pemba) em 2014 foram utilizadas como linha de base para comparacdo com os anos
de 2015 e 2016. O periodo pés- surto reportado neste estudo é de janeiro de 2015 a
dezembro de 2016.
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Figura 9: Locais de ocorréncia do surto de dengue registado em Mocambique no ano de 2014.

(Massangaie et al., 2016).

A cidade de Pemba tem aproximadamente 102 km? e uma pupulacéo constituida
por aproximadamente 172.572 habitantes, tem uma temperatura média de 25,1°C
(16,1°C- 33,5°C), uma precipitacdo média mensal de 84,2 mm e 74,1% de humidade
relativa (Instituto Nacional de Estatistica-INE, 2013).

A cidade de Nampula tem 334 km?, possui aproximadamente 571.284
habitantes, uma temperatura média de 25,0 °C (13,7°C- 37,7°C), precipitacdo média
mensal de 130,5 mm e 63,2% de humidade relativa (INE, 2013).

3.3. Definicédo de Caso

Durante a investigacdo do surto de dengue registado entre marco a junho de
2014 foram colhidas 193 amostras (Massangaie et al.,2016) de pacientes com suspeita
de infeccdo pelo DENV. Apés a investigacdo do surto, foi implementada a vigilancia
pos-surto entre janeiro de 2015 a dezembro de 2016, tendo sido colhidas um total de
366 amostras. Eram considerados suspeitos de infeccdo pelo DENV, pacientes
atendidos no Hospital Central de Nampula (HCN) e Hospital Provincial de Pemba
(HPP) com sindrome febril aguda (temperatura axilar >37.5°C), com resultado negativo
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para malaria e com com dois ou mais dos seguintes sinais e sintomas: dor de cabecga,
dor retro-orbital, mialgia, atralgia e rash.

As amostras seguiram os fluxos de testagem descritos nas Figuras 10, 11, 12 e
13. Foram considerados como casos positivos, 0s casos com resultado positivo no
teste ELISA para deteccdo de anticorpos NS1 e/ou com resultado positivo no
diagnostico molecular por PCR. Foram, também considerados casos positivos 0s casos
cujas amostras foram duplamente positivas nos testes seroldgicos para deteccdo do
antigeno NS1 e de anticorpos IgM. As amostras positivas apenas no teste ELISA para
deteccdo de anticorpos IgM foram considerados casos provaveis de infeccdo pelo
DENV. Amostras positivas no teste ELISA para deteccdo de anticorpos IgG ou com

resultado negativo em todas as testagens foram considerados casos negativos.

NUmero de casos

suspeitos
N=559
2014 2015 2016
N=193 N= 158 N=208

Figura 10: Namero de casos suspeitos identificados durante as investigacdes de surto
(2014) e pobs surto (2015 e 2016)

3.4. Preparacao e transporte de amostras

Todas as amostras de sangue total suspeitas de infecgcdo por dengue foram
centrifugadas para separacdo do soro nas unidades sanitarias. As amostras de soro
foram armazenadas a -20°C até a data em que foram transportadas em caixas térmicas
com acumuladores de frio para o Laboratério de Isolamento Viral (LIV) do Instituto
Nacional de Saude (INS) em Maputo.
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No LIV, as amostras foram submetidas a testes serolégicos e moleculares para
confirmacdo do diagnéstico inicial. Todas as amostras identificadas por métodos

moleculares foram posteriormente enviadas ao Brasil para sequenciamento genético.

3.5. Determinacéo de anticorpos da classe IgM (MAC-ELISA)

A determinacdo de anticorpos IgM anti-Dengue foi realizado utilizando o kit
Panbio Dengue IgM Capture ELISA (Brisbane, Australia), segundo as instrugdes

fornecidas pelo fornecedor.

3.6. Determinacéo de anticorpos da classe IgG (IgG-ELISA)

Para a deteccdo de anticorpos IgG anti-dengue, foi realizado o ensaio
imunoenzimético Dengue ELISA indireto para deteccédo de anticorpos IgG anti- DENV
(PanBio Diagnostics, Brisbane, Austrélia) considerando as instru¢cdes dadas pelo

fabricante.

3.7. Determinacéo de antigenos NS1 (Ag-ELISA)

A deteccdo de antigenos NS1 do DENV é importante para identificacdo dos
casos agudos antes do aparecimento dos anticorpos IgM. Para a deteccdo de
antigenos NS1 foi utilizado o kit de ELISA Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad

Laboratories, Franca) de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante.

3.8. Extracédo do RNA viral

O RNA gendmico viral foi extraido de cada amostra de soro (140ul) usando o
mini kit QIAamp Viral RNA (Qiagen, Inc., Alemanha) de acordo com as instrucfes
fornecidas pelo fabricante. O material extraido foi conservado a -70°C até a altura de

uso.
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3.9. Reaccédo em cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR)

As amostras de soro colhidas durante a investigacdo do surto em 2014 foram
testadas no National Institute of Communicable Diseases (NICD), Africa do Sul e no
Laboratorio de Isolamento Viral (LIV) do Instituto Nacional de Saude. No LIV as
amostras foram testadas por gRT-PCR usando o protocolo CDC DENV-1-4 Real-Time
RT-PCR em equipamento ABI 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems) (Figura
11).

Em relagdo as amostras colhidas em 2015, todas foram testadas no LIV usando
o protocolo descrito acima (Figura 12) e as colhidas em 2016 foram testadas usando o
protocolo referido na figura 13.

Para genotipagem, foram seleccionadas amostras do surto ocorrido em 2014 e
amostras do periodo pés- surto correspondentes a 2015 e 2016, colhidas em Pemba e
Nampula cujo resultado seja positivo pelo teste molecular (RT-PCR) no NICD, no LIV e
na Suécia e cujo volume disponivel no biobanco do LIV era igual ou superior 300uL
(minimo necessario para a testagem molecular, principalmente em para casos em que
houver necessidade de repetir a extrac¢ao).

Assim, um total de 64 amostras colhidas em 2014 (34) e 2015 (30) foi
encaminhado para o Brasil, Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-IOC), Laboratorio de

Flavivirus, para genotipagem e analise filogenética (Figura 11 e 12).
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Figura 11: Fluxograma de testagem das amostras colhidas em 2014 (durante a investigacao
do surto de dengue em Mogcambique (adaptado de Massangaie et al., 2016). Real Time-PCR

realizado no ambito da instalagdo da plataforma de diagndstico molecular de arboviroses no

LIV.
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Caso suspeito: HCN & HPP
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Figura 12: Fluxograma de testagem das amostras colhidas em 2015 (investigacdo pos-surto de

dengue em Mocambique).

Amostras colhidas em 2016 com resultado positivo para o antigeno NS1, foram
encaminhadas para o Public Health Agency of Sweden Department of Microbiology,
Tumor and Cell Biology, Karolinska Institutet, Stockholm, na Suécia para confirmacéo e
tipagem por RT-PCR. Neste laboratorio, foi usado o protocolo One-Step real-time RT-
PCT assay descrito por Alm et al., 2015 (Figura 12). Amostras positivas no RT-PCR

(n=2) foram seleccionadas para genotipagem, no mesmo laboratorio.
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Caso suspeito: HCN & HPP
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Figura 13: Fluxograma de testagem das amostras colhidas em 2016 (investigacdo pds surto)

3.10. RT-PCR para serotipagem

Para a deteccéao e tipagem dos DENV a partir de amostras de soro foi usado o
RT-PCR baseado na metodologia descrita por Lanciotti et al. (1992). Neste
procedimento as amostras sao testadas simultaneamente para os quatro serotipos em
um procedimento semi-nested, gerando produtos amplificados (amplicons) com
tamanhos especificos em pares de bases (pb) para cada um dos sorotipos dos DENV.

Em uma primeira etapa, foram utilizados iniciadores consenso (D1 e D2), que
hibridizam um fragmento entre os genes C e prM, dos quatro sorotipos. Em uma

segunda etapa semi-nested, foram utilizados oligonucleotideos iniciadores dengue-
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especificos TS1, TS2, TS3 e TS4 para detectar o DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-

4, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2: Oligonucleotideos iniciadores utilizados na RT-PCR para a serotipagem dos
DENV (Lanciotti et al., 1992)

Posicdo |Tamanho do amplicon

Primer Sequéncia no (em pares de base
genoma [pb])

D1 (+) 5- TCAATATGCTGAAACGCGGAGAAACCG- 3’ 134-161 511

D2 (-) 5- TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3' 616-644

TS1() 5'- CGTCTCAGTGATCCGGGGG- 3’ 568-586 482 (D1 + TS1)

TS2 () 5'- CGCCACAAGGGCCATGAACAG- 3’ 232-252 119 (D1 + TS2)

TS3 () 5- TAACATCATCATGAGACAGAGC- 3’ 400-421 290 (D1 + TS3)

TS4 (-) 5- CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA - 3’ 506-527 392 (D1 + TS4)

O RNA extraido foi transcrito reversamente em cDNA (42°C/60 minutos) em uma
primeira etapa e as condicbes de termociclagem para a amplificacdo do DNA
consistiram de 35 ciclos de desnaturacdo (94°C/35 segundos), anelamento (55°C/1
minuto) e extensao (72°C/2 minutos), seguido de uma etapa de extensao final (72°C/5
minutos). Para serotipagem dos DENV, os produtos obtidos na primeira etapa foram
diluidos (1/100) em agua isenta de nucleases e submetidos a 18 ciclos de
desnaturacao (94°C/30 segundos), anelamento (55°C/1 minuto) e extensdo (72°C/2
minutos), concluindo com uma etapa de extensdo final (72°C/5 minutos). Apds, 0s
produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1.5% acrescido de 5uL
de brometo de etideo (10 mg/mL) (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, EUA) por 60

minutos a 100V e visualizados em luz ultravioleta.

3.11. RT-PCR para sequenciamento gendémico

O RNA viral extraido foi amplificado em uma etapa Unica de acordo com
protocolo descrito por dos Santos et al.,, (2002), utilizando primers sense D2-4A —
5GGA TCC CTG GGA GGA GTG TT-3’ e primer antisense D2-4B — 5’- TCC ATT GCT
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CCA GAG GGT GT-3’descrito por Faria et al., (2013). Em um tubo tipo eppendorf foram
adicionados 45 pL da mistura para a RT-PCR (Tabela 3) e acrescentados 5 pL de RNA
extraido. Os tubos foram imediatamente colocados no bloco aquecido do termociclador
(GeneAmp modelo 9700, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) para a realizacao
da transcricao reversa e amplificacdo. As condi¢cdes de termociclagem consistiram de
um ciclo de transcricdo reversa a 42° C/60 min, seguido de quarenta ciclos de
desnaturacéo (30 seg/94 °C), hibridizacéo (1 min/63 °C) e extensdo (2 min/72 °C), com
uma extensdo final de 10 min/72°C.

Tabela 3: Reagentes utilizados na transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia

pela polimerase (RT-PCR) para amplificacdo do gene E/NS1 dos DENV-2.

Reagentes Volume

Agua livre de nucleases (Promega Corporation, 14 ul
Madison, EUA)

Iniciador Sense D2-4A (10uM)” 2,5 pl
Iniciador Antisense D2-4B (10 uM)” 2,5l
5 U/ul enzima AMV-RT (Promega Corporation, 1 ul
Madison, EUA)

Accessquick Master Mix™ (2x) (Promega 25 ul

Corporation, Madison, EUA)

Volume final 45ul

*Faria et al., 2013.

Para a analise dos amplicons, 10ul do produto amplificado acrescido com 1ul de azul
de bromofenol (Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA) foi aplicado em gel de
agarose (Invitrogen, EUA) a 1% em Tris-Acido Borico-EDTA 0,5 X, acrescido de 5uL de
brometo de etidio (10 mg/mL) (Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA) e foi

realizada eletroforese a 100V por 60 minutos onde os amplicons foram visualizados em
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transiluminador com luz ultravioleta e a imagem foi registada em capturador de

imagens Biorad, EUA.
3.12. Purificacdo e quantificacdo do DNA

O produto de DNA amplificado foi purificado utilizando o Kit comercial “PCR
Purification” (QIAGEN, Inc., California, EUA) na presenga de fragmento amplificado
unico ou “Gel extraction” (QIAGEN, Inc., California, EUA), quando apresentou
fragmentos inespecificos, além do alvo. Os protocolos foram realizados de acordo com
a descricao do fabricante.

Os produtos purificados foram quantificados por electroforese em gel de agarose a
2%, com 5uL de brometo de etidio (10mg/mL) (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
EUA) utilizando marcador Low Mass DNA (Invitrogen, Califérnia, EUA), e o gel foi

visualizado em luz ultravioleta.

3.13. Reacdo de sequenciamento

Os fragmentos de cDNA amplificados e purificados foram sequenciados em
ambas direcgdes, utilizando o kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
versao 3.1 (Applied Biosystems®, Califérnia, EUA) na Plataforma de Sequenciamento
de DNA PDTIS/FIOCRUZ, onde os produtos passaram por eletroforese capilar em
analisador de DNA ABI 3730 (Applied Biosystems®, California, EUA) (Otto et al., 2008).

3.14. Andlise filogenética

Sequéncias de nucleotideos obtidas foram analisadas através do programa
BioEdit  (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). O  programa  BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) foi usado para determinar a identidade das
sequéncias. As mesmas foram posteriormente alinhadas através do software CLUSTAL
OMEGA (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). A arvore filogenética foi gerada
usando o software MEGA 6 (http://www.megasoftware.net/), método Neighbor-Joining e
modelo Kimura Il parametro (de acordo com o teste de melhor modelo em Model Test).

Foi também considerado o valor de 1000 réplicas para o bootstrap.
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3.15. Sequéncias do Genbank para estudos comparativos e analise filogenética

Para estudos comparativos e analise filogenética foram utilizadas sequéncias de
DENV disponiveis no Genbank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/), representantes dos
genotipos de DENV-2 e cepas representantes de DENV-1, DENV-3 e DENV-4 para

utilizacdo como grupo externo (Tabela 4).

Tabela 4: Descricao das sequéncias de referéncia obtidas no genbank para analise

filogenética.
Pais de Ano Ser6tipo Genotipo Cédigo de acesso
origem no Genbank
Tanzéania 2014 DENV-2 Cosmopolita KT288901.1
Vietname 2006 DENV-2 Cosmopolita EU482640.1
Indonésia 1975 DENV-2 Cosmopolita GQ398263.1
China 2010 DENV-2 Cosmopolita KP723479.1
China 2014 DENV-2 Cosmopolita KP723478.1
China 2010 DENV-2 Cosmopolita JX470186
\Indonésia 1976 DENV-2 Cosmopolita GQ398264.1
Indonésia 1973 DENV-2 Cosmopolita M32951.1
Indonésia 1998 DENV-2 Cosmopolita AB189124.1
Indonésia 2004 DENV-2 Cosmopolita AY858036.2
China 1989 DENV-2 Asiatico | AF204177.1
Papua Nova 1944 DENV-2 Asiatico | AF038403.1
Guiné
China 1985 DENV-2 Asiatico Il AF119661.1
Venezuela 1990 DENV-2 Sudeste Asiatico GQ868540.1
Brasil 1998 DENV-2 Sudeste Asiatico AF489932.1
Jamaica 1983 DENV-2 Sudeste Asiatico M20558.1
Republica 2001 DENV-2 Sudeste Asiatico AB122022.1
Dominicana
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Porto Rico 2005 DENV-2 Sudeste Asiatico EU687216.1
Nicaragua 2007 DENV-2 Sudeste Asiatico GQ199868.1
Nicaragua 1999 DENV-2 Sudeste Asiatico GQ199895.1
Porto Rico 1977 DENV-2 Americano EU056812.1
México 1992 DENV-2 Americano AF100469.1
Peru 1995 DENV-2 Americano AF100467.1
Senegal 1999 DENV-2 Selvagem EF457904.1
Mogcambique 1985 DENV-3 FJ882575.1
Japéao 1943 DENV-1 AB074760.1

(Mochizuki)
China 2000 DENV-4 AF289029.1
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas gerais dos casos de Dengue identificados durante o
surto e no periodo de vigilancia pos-surto

4.1.1. Ano de 2014

Um total de 193 casos suspeitos foram reportados entre margo a junho de 2014
nas provincias de Cabo Delgado (Cidade de Pemba) e Nampula (Cidade de Nampula)
(figura 11). Todas as amostras foram testadas para deteccdo de antigenos NS1 e
deteccdo de anticorpos IgM. Um total de 100 (100/193-51.8%) amostras foram
positivas nos testes seroldgicos (NS1 e/ou IgM). As restantes amostras 93 (93/193-
48.2%) negativas em ambos testes NS1 e IgM e foram testadas para deteccdo de
anticorpos IgG e destas, 6 (6/93-6.5%) foram positivas e 87 (87/93-93.5%) foram
negativas.

Considerando a disponibilidade de reagentes para testagem molecular, foram
testadas 93 das 100 amostras positivas por serologia (NS1 e/ou IgM) usando o
protocolo CDC DENV 1-4 Real Time-PCR. Destas, 37 (37/93-39.8%) foram
confirmadas por RT-PCR, sendo que 3 foram confirmadas por RT-PCR no NICD, Africa
do Sul (Massanagie et al., 2016) e as restantes 34 foram confirmados também por RT-
PCR no LIV no ambito da instalacdo da plataforma de testagem molecular de

arboviroses

4.1.2. Ano de 2015

Entre janeiro a dezembro de 2015 foram colhidas amostras de 158 pacientes
suspeitos de infec¢do pelo DENV (figura 12). Das 158 amostras, apenas 115 (72.8%)
foram testadas para deteccdo do antigeno NS1. Destas, 58 foram positivas (58/115-
50.4%) e 57 amostras foram negativas (57/115-49.5%). As 43 amostras restantes ndo
foram testadas para a detec¢cdo de antigenos NS1 devido a indisponibilidade de

reagentes para o efeito.
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A deteccédo de anticorpos IgM foi realizada para 154 amostras e destas, 57
(37%) foram positivas, 91 (59.1%) foram negativas e 6 (3.9%) foram indeterminadas.
As restantes 4 amostras ndo foram testadas para detec¢cédo de anticorpos IgM devido a
indisponibilidade de reagentes para serem realizados.

A deteccdo de anticorpos IgG foi realizada em 154 das 158 amostras. Destas,
27 (17.5%) foram positivas, 123 (79.9%) foram negativas e 4 (2.6%) foram
indeterminadas. As restantes 4 nao foram testadas para deteccdo de anticorpos IgG
devido a indisponibilidade de reagentes para serem realizados.

Um total de 102 amostras foram positivas para NS1 e/ou IgM, destas,45 (44.1%)
foram positivas somente por NS1, 44 (43.1%) foram positivas apenas para IgM e 13
(12.7%) foram duplamente positivas para NS1 e IgM. As amostras que foram positivas
por métodos serolégicos foram testadas usando o protocolo CDC DENV 1-4 Real Time-
PCR para confirmacdo molecularque resultou em 40 (80%) amostras positivas. As
restantes, 52 amostras, néo testadas por RT-PCR correspondiam a 44 amostras com
resultado de NS1- negativo e IgM positivo e 8 amostras com NS1 positivo e IgM
negativo.

Assim, de acordo com a definicdo de caso descrita no ponto 4.3, um total de 58
(36.7%) amostras foram consideradas positivas das quais 40 por RT-PCR e 18 por
deteccdo de antigenos NS1. Além disso, 44 (27.8%) casos provaveis de infeccéo
obtiveram resultado de IgM positivo) e 56 (35.5%) casos com resultado negativos ou
sem resultado (positivas apenas para IgG ou negativos em todas as testagens
seroldgicas) (Tabela 5).

A maior parte dos casos suspeitos de 2015, era provenientes do HCN (n=98).
No HPP foram identificados 60 (38%) casos suspeitos. Em relacdo ao sexo e idade, a
maioria dos casos suspeitos era do sexo feminino (n=70) e com idade entre 21-40
(n=44) anos de idade respectivamente (Tabela 5).
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Tabela 5: Informacfes dos casos suspeitos de infeccdo pelos DENV identificados em

2015 durante a vigilancia pos-surto de dengue em Mogcambique

Caracteristica  Descricéo Casos Casos Casos Total
Positivos n=  Provaveis n=  Negativos/SR* n=158
58 (36.7%) 44 (27.8%) n= 56 (35.4%)

Proveniéncia Nampula 49 (84.5%) 24(54.5%) 25 (44.6%) 98
(62.0%)

Pemba 9 (15.5) 20 (45.5%) 31 (55.4%) 60
(38.0%)

Sexo Feminino 25 (43.1%) 18 (51.6%) 27 (48.2%) 70
(44.3%)

Masculino 18 (31%) 26 (48.4%) 23 (41.1%) 67
(42.4%)

SI* 15 (25.9%) 6 (10.7%) 21
(13.3%)

Idade 0-20 4 (6.9%) 16 36.4%) 9 (16.1%) 29
(18.4%)

21-40 15 (25.9%) 8 (18.2%) 21 (37.5%) 44
(27.8%)

41-60 3 (5.2%%) 6 (13.6%) 12 (21.4%) 21
(13.3%)
>60 1 (2.3%) 1 (1.8%) 2 (1.3%)

SI* 36 (62.1%) 13 (29.5%) 13 (23.2%) 62
(39.2%)

#SR- Sem resultado

*Sl- Sem informacao
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4.1.3. Resumo dos resultados de PCR de 2014 e 2015

Um total de 143 amostras (93 colhidas em 2014 e 50 colhidas em 2015) foi
submetido a confirmacao por RT-PCR e destas, apenas 77 (37 de 2014 e 40 de 2015)
foram positivas. Considerando o volume de amostra disponivel no biobanco do LIV
(igual ou superior 300uL), 64 destas 77 amostras positivas por PCR (34 de 2014 e 30
de 2015) foram enviadas para o Brasil, Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-IOC),
Laboratorio de flavivirus, foi possivel reconfirmar o resultado anterior e serotipar 41
amostras (18 de 2014 e 23 de 2015) das 64 seleccionadas, contudo a taxa de sucesso
em genotipagem foi de 14.6% (6/41) das quais 3 das 18 amostras de 2014 e 3 das 23

amostras de 2015.

4.1.4. Ano de 2016

Em 2016, foram colhidas 208 amostras de pacientes suspeitos de infeccao pelo
DENV entre os meses de janeiro a dezembro no ambito da investigacdo apos surto de
dengue no Pais (figura 13). As amostras foram encaminhadas ao LIV onde foram
testadas apenas por ELISA para deteccdo de antigenos NS1. O antigeno NS1 foi
detectado em 27 (13%) amostras (casos provaveis de infec¢éo) e as demais 181 (87%)
foram negativas. As amostras com resultados positivos para NS1 e cujo volume no
biobanco do LIV era igual ou superior a 300uL (18/27) foram enviadas a Agéncia Sueca
de Saude Publica para a realizacdo do PCR e serotipagem. A infeccao pelo DENV foi
confirmada em 5 amostras (27.8%) e 22 amostras obtiveram resultado positivo para
NS1 e foram consideradas casos provaveis de infeccdo pelo DENV (Tabela 6). De
acordo com a Tabela 6, maior parte dos casos suspeitos de infeccdo pelo DENV foi
identificada no HPP (n= 185). Em relacéo ao sexo e idade, a maior parte dos pacientes
eram do sexo feminino (n=101) e de idade entre 21-40 anos (n=104), respectivamente.
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Tabela 6: Informacdes dos casos suspeitos identificados em 2016 durante a vigilancia

pos surto de Dengue em Mocambique

Caracteristica Descricao Casos Casos Casos Total
Postivos Provéaveis Negativos n=208
n=>5 (2.4%) n=22 (10.6%) n=181 (87.0%)
Proveniéncia Nampula 2 (9.1%) 21 (11.6%) 23 (11.1%)
Pemba 5 (100%) 20 (90.9%) 160 (88.4%) 185
(88.9%)
Sexo Feminino 3 (60%) 12 (54.5%) 86 (47.5%) 101
(48.6%)
Masculino 2 (40%) 8 (36.4%) 78 (43.1%) 88 (42.3%)
SI* 2 (9.1%) 17 (9.4%) 19 (9.1%)
Idade 0-20 2 (40%) 6 (27.3%) 65 (35.9%) 73 (35.1%)
21-40 3 (60%) 12 (54.5%) 89 (49.2%) 104 (50%)
41-60 3 (13.6%) 21 (11.6%) 24 (11.5%)
>60 1 (0.5%) 1 (0.5%)
SI* 1 (4.5%) 5 (2.8%) 6 (2.9%)

*SI-Sem informacao

4.2. Serotipagem do DENV em pacientes com infec¢do confirmada

As amostras dos casos confirmados de infeccdo pelo DENV cujo volume no

biobanco era superior ou igual a 300ul, foram selecionadas para a serotipagem e

genotipagem. Deste modo um total de 82 amostras foi selecionado, das quais 34

(41.5%) eram provenientes dos casos identificados durante a investigacdo do surto de

dengue em Mocambique em 2014, 30 (36.6%) identificadas durante a vigilancia pés-

surto em 2015 e as restantes 18 (21.9%) identificadas durante a investigacao pos-surto

em 2016
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Como resultado da RT-PCR (Lanciotti et al., 1992), apenas 41 (64.1%) amostras
colhidas entre 2014 e 2015 amplificaram em torno de 120 pares de base confirmando

tratar-se do DENV-2 (figura 14).
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Figura 14: Eletroforese em gel de agarose 1.5% dos produtos amplificados por RT-PCR
(Lanciotti et al., 1992). Pogo 1: Peso molecular de 50pb; pogo 6,9 e 12: DENV-2. Pogos 16-20:

controlos positivos dos DENV-1 a 4.
Das 18 amostras colhidas em 2016 e enviadas a Suécia para confirmacdo do

diagndstico por RT-PCR, apenas 5 (27.8%) foram positivas e foi identificado o DENV 2.
As 5 amostras de 2016 confirmadas por RT-PCR na Suécia foram selecionadas para o

sequenciamento.

4.3 Descricado da monitoria anual de casos
Depois do registo do surto de dengue em 2014, quando foram confirmados 100 dos
193 casos suspeitos, houve uma monitoria continua durante os anos de 2015 e 2016.
Nestes periodos foram identificados 158 e 208 casos suspeitos respectivamente.

Destes, foram confirmados 58 e 27 casos de infec¢do pelo DENYV (figura 15).
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Figura 15: Representacao gréafica da monitoria anual dos casos suspeitos de infec¢céo
pelo DENV

4.4. Genotipagem de DENV

Das 8 amostras genotipadas com sucesso, 3 (37.5%) foram colhidas durante o
surto de dengue na Cidade de Pemba em 2014, 3 (37.5%) foram colhidas durante a
investigacdo pos surto realizada em 2015 na Cidade de Nampula e as outras 2 (25%)
foram colhidas durante a investigacdo pos surto realizada em 2016 na Cidade de
Pemba. Com relagéo ao sexo do paciente, 4 das 6 amostras foram colhidas eram de
pacientes do sexo feminino e as restantes 2 (33.3%) do sexo masculino. A idade
destes pacientes variava de 19 a 54 anos de idade. Das 6 amostras sequenciadas, 4
(66.7%) eram de pacientes de Nacionalidade Mocambicana. Apenas 1 pertencia a um
paciente estrangeiro, um paciente Chinés. Nao se obteve informacédo sobre a

Nacionalidade de 1 das amostras sequenciadas (Tabela 7).
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Tabela 7: Descricdo das amostras sequenciadas para genotipagem do DENV.
Amostras colhidas entre 2014 a 2015 em Mogambique.

Ano Codigo da Nacionalidade Sexo \dade Proveniéncia Serotipo
amostra (Anos)
2014 DEN11/14 Mocgambicana M 25 Pemba DENV-2
2014 DEN18/14  Mocambicana F 42 Pemba DENV-2
2014  DEN44/14 Chinesa M 19 Pemba DENV-2
2015 FA0004/15 SI F 54 Nampula DENV-2
2015 FA0012/15 Mogambicana F 26 Nampula DENV-2
2015 FA0033/15 Mocambicana F 41 Nampula DENV-2
2016 FA0468/16  Mocambicana F 22 Pemba DENV-2
2016 FA0469/16  Mocambicana F 10 Pemba DENV-2

*Sl- Sem informacao
As sequéncias da juncao dos genes E/NS1 foram analisadas e comparadas a 28
sequéncias referéncias disponibilizadas no banco de sequéncias do Centro Nacional de

Informacg6es Biotecnoldgicas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

A partir da analise filogenética dos 6 DENV-2 de 2014 e 2015 foi possivel
demonstrar que as mesmas agruparam-se com as sequéncias do genétipo cosmopolita
(Figura 15).

Isabel Julio Mahumane Gundane 49


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Vigilancia dos Serotipos e Genétipos do Virus da Dengue Circulantes em Mogambique Entre os Anos de 2014 a

2016

99

@ DEN18/MZ/2014

@ DEN44/MZ/2014

@ 2-2-F/MZ/2016

@ 2-1-F/MZ/2016

KT288901.1/T2/2014

@ FA0012/15/MZ/2015

GQ398263.1/ID/1975

"[. FAQ004/15/MZ/2015
@ FA0033/15/MZ/2015
@ DEN11/MZ/2014

[ EU482640.1/VN/2006

KP723479.1/CN/2010

KP723478.1/CN/2014

JX470186.1/CN/2010

GQ398264.1/ID/1976

M32851.1/ID/73

AB189124.1/1D/1998

AY858036.2/ID/2004

AF204177.1/CN/1989

891 AF038403.1/PG/1944 i|

AF119661.1/CN/1985 7]

GQ868540.1/VE/1990

AF488932.1/BR/1998

M20558.1/JM/1983

g AB122022.1/DO/2001

98

EUB87216.1/PR/2005
GQ199868.1/NI/2007
GQ199895.1NI/1999

EU056812.1/PR/1977
?‘E AF100469.1/MX/1992
AF100467.1/PE/1995

Genotipo Cosmopolita

Gendtipo Asiatico |

Genotipo Asiatico Il

Gendtipo Sudeste Asiatico

Gendtipo Americano

EF457904.1/SN/1999 1 Gen6tipo Selvagem

FJ882575.1/DENV-3/MZ/1985
AB074760.1/DENV-1/CN Mochizuki/1943
AF282029.1/DENV-4/CN/2000

0.1

Figura 16: Arvore filogenética baseada na sequéncia da juncéo dos genes E/NS1 do DENV-2

provenientes de amostras colhidas no ambito da investigacdo do surto de dengue registrado

em Mocambique em 2014 e de amostras colhidas no ambito da investigacdo apos surto de
dengue em 2015 e 2016. Método Neighbor-Joining, modelo Kimura 2 parametros, bootstrap de

1000 pseudo-réplicas. Circulos pretos representam as sequéncias de DENV-2 analisadas.

Cepas de referéncia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: nimero de acesso ao

GenBank/Pais/ano.
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No ambito da divulgacdo de parte dos resultados do presente estudo, foram
submetidas ao genbank 3 (50%) sequéncias do DENV obtidas em amostras colhidas

em 2015 no ambito da investigacao apods surto de dengue no pais (Tabela 8).

Tabela 8: Sequéncias nucleotidicas da juncdo E/NS1 dos DENV-2 do ano de 2015

depositadas no Genbank

Cédigo da amostras Cédigo de acesso o0 Genbank
FA0004/15 KY815103
FA0012/15 KY815104
FA0033/15 KY815105

4.5 Descricao da monitoria mensal de casos suspeitos

Numero de casos suspeitos de dengue por meés
entre 2014 e 2015
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Figura 17: Representacao grafica da identificacdo de casos suspeitos por

MES e por ano.
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5. DISCUSSAO

A dengue € hoje a arbovirose mais importante no mundo em termos de
distribuicdo geografica, morbidade e mortalidade. A doenca é endémica em mais de
100 paises (Halstead, 2007; WHO, 2011). Mo¢cambique € um pais vulneravel a Dengue
visto possuir um ambiente ideal e factores que contribuem para a transmisséo e/ou
disperséo do virus, tais como: urbanizacéo rapida e ndo planificada (Higa et al., 2015;
Massangaie et al., 2016), elevada precipitacdo e humidade (clima tropical), elevadas
trocas comerciais e culturais com paises altamente endémicos ao virus, habitacGes de
construcdo precaria e um fraco sistema de saneamento (Massangaie et al., 2016).
Estes factores contribuem também para a procriacdo e dispersdo dos vectores da
doenca, cuja circulacdo ja foi comprovada nas cidades de Pemba e Nampula durante
um surto registado em 2014 (Higa et al., 2015).

As condi¢des climéticas das duas cidades fornecem o ambiente ideal para a
procriagdo dos mosquitos vectores do DENV (Messina et al., 2014; Massangaie et al.,
2016), que segundo Higa et al., (2015) estdo em maior propor¢ao no norte do Pais em
relacdo ao sul, possuem maior competéncia vectorial e que estes estariam
provavelmente relacionados ao surto de dengue registado em 2014 em Nampula e
Pemba.

Para além das condicbes climaticas, estas cidades sao centros urbanos
estratégicos com intensas trocas comerciais e culturais com outros paises e regides
(INE, 2013). Estes factores podem estar associados ao registo de casos de dengue no
pais uma vez que as migracfes sdo consideradass factores "chaves" para a dispersao
de DENV (Weaver e Vasilakis, 2009).

Durante a investigacdo poés surto, foi verificada a ocorréncia de casos de dengue
(2015-2016) houve um aumento no namero de casos suspeitos, contudo nem todos os
os casos forma confirmados, devido a falta de reagentes. Apesar de ndo se ter a
confirmacéo laboratorial de parte das amostras, os numeros de casos suspeitos torna
provavel a endemicidade do pais para dengue. Factores descritos anteriormente

contribuem para tal cenario.
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Segundo Massangaie et al., 2016) € provavel que casos de infeccéo pelo DENV
tenham sido subdiagnosticados como malaria e tratados com antimalaricos antes
mesmo do registo do surto de 2014. Este facto pode ser explicado pela alta
endemicidade da malaria no pais e falta de capacidade para discriminacao clinica e
laboratorial dos pacientes com sindrome febril.

Os resultados do presente estudo corroboram as suposi¢cOes de Bhatt et al.,
(2013) que referem que a dengue em Africa esta mais dispersa recentemente apesar
do fraco relato de casos. Os mesmos referem ainda que até 2016 estimava-se uma
disperséo da dengue em Africa em torno de 16% e que estes dados eram similares aos
dados da América.

Em relacdo a identificacdo de gendtipos, uma das maiores limitacbes foi o
volume insuficiente das amostras positivas disponivel no biobanco do INS, com
particular énfase para as amostras do surto de dengue em Nampula em 2014. Em
2015, apenas uma amostra colhida na Cidade de Pemba e com resultado confirmatério
positivo possuia 0 volume necessario para sequenciamento, o que resultou na baixa
representatividade. O mesmo aplica-se a baixa representatividade de amostras de
Nampula colhidas em 2016. O segundo importante factor responsavel pelo baixo
namero de amostras sequenciadas é o facto de que o RNA viral ndo foi identificado ou
a concentracao identificada era baixa. Factores como a degradacdo do RNA durante o
transporte e/ou armazenamento das amostras podem estar associados a fraca
amplificagdo do cDNA das mesmas. Provavelmente, trate-se de amostras com baixa
guantidade de virus e/ ou colhidas apos a fase aguda da infeccdo, que € o periodo
recomendado para a realizacdo de testes confirmatérios por deteccdo do antigeno NS1
e/ou do RNA viral (WHO, 2009; CDC, 2016).

Massangaie et al., (2016) refere ainda o maior registo de casos da doenca em
pacientes de Nacionalidade Mogambicana e do sexo feminino, este facto pode explicar
a seleccdo de amostras colhidas na sua maioria de pacientes Mogambicanos e do sexo
feminino.

Os resultados do sequenciamento parcial da juncdo dos genes E/NS1 sugerem
a circulacado do genotipo Cosmopolita do DENV-2 tanto na Cidade de Nampula (em
2015), quanto na Cidade de Pemba (em 2014 e 2015). Este é o primeiro relato da
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circulacao do gendtipo Cosmopolita do DENV-2 em Mogcambique. Segundo Messina et
al., (2014), o DENV-1 é o virus mais disperso globalmente quando comparado com 0s
restantes serotipos e o mesmo é seguido pelo DENV-2. Os mesmos autores referem,
ainda uma maior relato de casos de infeccdo pelo DENV-2 na Asia e América e poucos
relatos do mesmo na Africa subsahariana. O subdiagnostico da infecgéo pelo DENV, o
fraco sistema ou auséncia de plataformas para relatos de casos de dengue (Bhatt et
al., 2013) em Mocambique e Africa associado a fraca capacidade clinica e laboratorial
para manuseios dos casos podem contribuir para a ideiea de Messina et al., (2014). Ja
foi reportada a circulagdo do DENV-2 na em paises Africanos como: Somélia, Kenya,
Angola, Gabéao, Etiopia, Nigéria e Tanzania corroborando com nossos achados.

Apesar da fraca robustez, as andlises filogenéticas sugerem um agrupamento
entre 0 DENV-2 circulante em Mocambique (em 2014 e 2015) e os virus responsaveis
pelos casos de dengue registados na Tanzéania, Vietname, Indonésia e China. Vairo et
al., (2016) sugeriram uma forte semelhanca entre o DENV-2 responséavel pelo surto de
2014 na Tanzania e sequéncias isoladas em paises asiaticos desde 2001, com
especial atencdo para as sequéncias isoladas na China em 2013 e 2014, corroborando
com nosso estudo.

A falta de registos de casos de dengue em Mocambique pelo DENV-2, assim
como a similaridade com as sequéncias de Tanzania e da Asia sugerem uma provavel
introducéo do DENV a partir de imigrantes asiaticos. Contudo, diferente dos resultados
de Vairo et al.,, (2016) os valores de bootstrap do presente estudo ndo permitem
assumir esta hipétese, pois os mesmos estdo abaixo do minimo aceitavel (75%). O
baixo valor de bootstrap pode ser justificado pelo pequeno tamanho do fragmento
estudado (240 nucleotideos). Nos estudos de epidemiologia molecular como os de
Faria et al., (2013), Nogueira et al., (2015), Vairo et al., (2016), foram sequenciados
fragmentos menores (exemplo: E/NS1) de 8 amostras e um fragmento maior (exemplo:
E) de nucleotideos de 1 amostra para tornar os resultados mais confiaveis, 0 que néo
aconteceu no presente estudo. Sequéncia de fragmentos maiores e dados historicos
sobre a circulacdo do mesmo serotipo no pais sado necessarios para estudos de

filogeografia, que permitem sugerir provaveis "portas de entrada".
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A auséncia de relato de casos de dengue antes de 2014 pode estar relacionada
com o facto de que a maior parte dos pacientes com sindrome febril aguda é rotulada
como sendo malaria e a baixa suspeita de dengue pelos clinicos.

Em relagdo a ocorréncia de dengue grave ou hemorragica, nossos dados
demonstram que de um modo geral os casos de dengue registados em Mocambique
entre 2014 e 2016 foram na sua maioria ligeiros a moderados. De acordo com Rosen
(1977) e Halstead (2012), varias sdo as suposicdes sobre os fatores que contribuem
para a ocorréncia da dengue grave ou hemorrigica (WHO, 2009a). Os mesmos
autores referem a viruléncia/fitness (aptidéo) viral como um importante fator para a
ocorréncia da dengue grave ou com sinais de alerta. A estirpe de DENV-2, genotipo
Cosmopolita foi responsavel por alguns casos de dengue grave na Tanzania.

Diante disso, o sequenciamento do gene E e/ou genoma completo se torna
cada vez mais necessario e importante para futuras andlises de caracterizacdo
molecular, afim de identificar possiveis mutagdes ao longo do genoma que possa ter
contribuido para esta diferenca de cenarios.

O papel da vigilancia molecular continua dos gendétipos e potenciais linhagens
circulantes dos DENV em Mocambique possui notavel valor, uma vez que tais
informacgdes sdo escassas. Ressaltamos a importancia de estudos como este para a
vigilancia dos DENV, através do qual pudemos evidenciar a presenca do genétipo

Cosmopolita pela primeira vez em Mocambique.
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6. CONCLUSAO

e Apds o surto confirmado em 2014, o DENV tornou-se endémico no norte do
pais, tendo ocorrido de maneira estavel nos anos 2015 e 2016;

e Todos os DENV-2 sequenciados dos anos de 2014 e 2015 pertencem ao
genodtipo Cosmopolita;

e A identificacdo do gendtipo Cosmopolita do DENV-2 em Mocambique esta
sendo demonstrada pela primeira vez neste estudo;

e Sugere-se que o DENV-2 genotipo Cosmopolita circulante em Mocambique seja
relacionado com o DENV-2 cirulantes em Paises Asiaticos;

e Nao foram identificados casos de dengue hemorragica ou grave entre 2014 e

2016 em Mocambique.
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7. RECOMENDACOES

Por se tratar do primeiro relato de casos de infec¢cao peolo DENV e com o actual
cenario climatico e migratério e consequente aumento na dispersédo dos DENV, é
possivel a ocorréncia de casos de dengue grave nos proximos relatos de caso. Assim,

recomenda-se que:

e O programa de vigilancia dos DENV seja continuo e com extensao para as
restantes provincias do pais;

e O programa deve enfatizar a monitoria dos serotipos e genotipos circulantes;

e Aumentar a capacidade clinica e técnica para identificacdoo, relato, diagnostico

e manuseio de casos de infeccao pelo DENV.
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8. LIMITACOES

e Falta de informacdes demograficas e clinicas para maioria dos casos
suspeitos de infecc¢ao;

e As amostras do surto de dengue registado em Nampula no ano de 2014 n&o
foram localizadas;

e Amostra com resultado positivo nas testagens realizadas no LIV néo
possuiam volume suficente para analises moleculares para identificacdo de
genotipos;

e A falta de alguns reagentes para confirmacédo serégica e molecular dos casos
supeitos;

e Dificuldades para sequenciar completamente o gene E.
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